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1. Estructura y biología de los cardiomiocitos 
 La relevancia de los cardiomiocitos como tipo celular radica en su organización 
estructural. Esta organización les va a permitir desarrollar su función principal, la contracción, 
capaz de mantener el ritmo cardíaco. En este hecho es determinante el papel del citoesqueleto.  
El citoesqueleto se refiere al conjunto de proteínas fibrosas que están en el citoplasma 
celular proporcionando a la célula firmeza y rigidez, y controlando el movimiento que se 
produce dentro de las mismas (Roberts R. 2000). El citoesqueleto del cardiomiocito proporciona 
el soporte necesario para la colocación ordenada de las sarcómeras, tanto en el músculo cardíaco 
estriado como en el esquelético. Las proteínas del citoesqueleto se subdividen en tres clases 
principales de acuerdo con el tamaño, así hablamos de microfilamentos, microtúbulos y 
filamentos intermedios. Los tres tipos de proteínas están presentes en todos los tipos celulares, 
pero los microfilamentos desempeñan una función fundamental en los cardiomiocitos. Los 
microfilamentos están formados por la actina, proteína filamentosa cuya agrupación junto con la 
miosina dará lugar a las sarcómeras. Las sarcómeras se consideran las unidades básicas que 
intervienen en la contracción del cardiomiocito. Por tanto, las fibras musculares están 
conformadas por múltiples sarcómeras, separadas entre sí por unas regiones denominadas discos 
Z (Roberts R, 2000).  
 Los filamentos de actina junto con la tropomiosina y las troponinas están formando 
los denominados filamentos delgados, mientras que la miosina da lugar a los filamentos 
gruesos. Este complejo supone la base estructural de las sarcómeras (de Tombe PP. 2003). Las 
sarcómeras representan aproximadamente el 50% de la masa del cardiomiocito. El 
funcionamiento de estas unidades se basa en los ciclos de deslizamiento de los filamentos de 
actina sobre la miosina, lo que supondrá la contracción. Este proceso se da en respuesta a la 
liberación de Ca2+ por el retículo sarcoplásmico, siendo por tanto éste el activador de la 
maquinaria de contracción (de Tombe PP. 2003). Cuando el Ca2+ es liberado, se induce 
contracción, y cuando se secuestra, induce relajación. Los ciclos de contracción y relajación son 
un proceso dependiente de ATP (Roberts R. 200). En el estado relajado, la unión entre la 
miosina y la actina se ve impedida por la presencia de la tropomiosina y la troponina, proteínas 
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que están bloqueando los sitios de unión de la actina a la miosina. La liberación del Ca2+ induce 
el desbloqueo de estos sitios de unión de forma que se permite la interacción entre la actina y la 
miosina. La unión resultante de estas dos produce un incremento en la acción ATPasa de la 
miosina que hidroliza el ATP a ADP. La liberación de ADP induce un incremento en la unión 
de la actina y la miosina. De esta forma se produce un cambio estructural que origina el 
movimiento de los filamentos de actina. Seguidamente el Ca2+  es secuestrado por el retículo 
sarcoplasmático y el ATP se une de nuevo a la cabeza de miosina, el cual inhibe la unión a la 
actina, relaja la sarcómera y reinicia la diástole (Roberts R. 2000, de Tombe PP. 2003) (Figura 
1). 








El corazón es un órgano cuyo crecimiento es un proceso dinámico que ocurre durante la 
embriogénesis, desarrollo postnatal, madurez y senescencia; y este crecimiento se da en 
respuesta a cambios  medioambientales y condiciones patológicas. El crecimiento cardíaco 
ocurre a nivel celular como una consecuencia de la interacción entre dos procesos o una 
combinación de ambos. El primero de estos procesos es la hiperplasia celular, que consiste en 
un incremento en el número de células que forman el órgano, y el segundo es la hipertrofia, que 
consiste en el aumento del tamaño celular (Figura 2) (Walsh RA. 2000).  
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Crecimiento cardíaco
Hiperplasia Hipertrofia
↑ número células ↑ tamaño celular
Figura 2. El crecimiento cardíaco ocurre por acción  
conjunta de la hiperplasia y la hipertrof ia. 
Durante el desarrollo temprano, en estadíos embrionarios y fetales, prácticamente todas 
las células proliferan y a su vez incrementan su tamaño. A lo largo de este proceso, algunas de 
ellas abandonan el ciclo celular, cesa la hiperplasia, y sufren el proceso de diferenciación. En el 
nacimiento, o en semanas posteriores a éste, algunas células de órganos como el corazón o 
cerebro, pierden relativamente su capacidad para proliferar, y su crecimiento se ve restringido 
principalmente al crecimiento de tipo hipertrófico, pero no al hiperplásico. En el caso de 
humanos la proliferación cesa a partir de la tercera semana, cosa que en ratas ocurre 
aproximadamente al tercer día (Roberts R. 2000).  
 Las dos formas de crecimiento celular, hiperplasia e hipertrofia, se modulan por 
procesos apoptóticos, o de muerte celular programada (Vaux DL et al. 1996). Este fenómeno va  
a tener una importancia capital en la posterior determinación de la forma del corazón, así como 
en la formación y estructura de la cavidad durante la cardiogénesis. Mediante este proceso de 
apoptosis se consigue un modelado del órgano, y se evita un crecimiento deformado de las 
células cardíacas que pueda acabar dando lugar a una patología. La apoptosis también podría 
contribuir a la formación de un corazón cuya geometría se viese alterada por la respuesta a una 
serie de estímulos patológicos (Thompson CB. 1995, Vaux DL et al. 1996). 
Tanto el crecimiento cardiovascular fisiológico como patológico están generalmente 
mediados por programas de desarrollo, deformación mecánica, y lesiones en varias 
combinaciones. Estos procesos estimulan un conjunto de señales bioquímicas que alteran el 
fenotipo cardiovascular. La hipertrofia cardíaca es un proceso en el que se da un incremento de 
la masa del corazón producido principalmente por un aumento en el tamaño de los 
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cardiomiocitos diferenciados terminalmente. Aunque las células del miocardio son sólo una 
tercera parte del total de número de células que forman el corazón, ocupan aproximadamente un 
70 % del volumen total cardíaco (Walsh RA. 2000).  
La hipertrofia cardíaca se puede clasificar en fisiológica y en patológica. La hipertrofia 
fisiológica comprende cardiogénesis durante el desarrollo embrionario, crecimiento cardíaco 
postnatal, un pequeño incremento adicional de la talla del corazón que se desarrolla durante la 
senescencia, y el incremento de talla cardíaca que ocurre como respuesta a un condicionamiento 
atlético. Durante todo el período embrionario y tras unas pocas semanas después del nacimiento, 
el crecimiento cardíaco ocurre principalmente como consecuencia de la hipertrofia de los 
miocitos. Clásicamente, los cardiomiocitos adultos se consideraban células diferenciadas 
terminalmente, es decir, células arrestadas en el ciclo celular incapaces de reiniciarlo de nuevo. 
Por tanto, el crecimiento de los miocitos bajo condiciones fisiológicas y patológicas, se veía 
exclusivamente restringido a la hipertrofia celular (Walsh RA. 2000). Últimamente esta idea se 
ha revisado, postulando una posible vuelta a la división celular en modelos celulares que se 
consideraban diferenciados, como es el caso de los cardiomiocitos; partiendo de la base de 
lograr iniciar la replicación del ADN. Diversos trabajos han estudiado el papel de moléculas y 
genes reguladores del ciclo celular y la importancia que tienen en el arresto al que están 
sometidos los miocitos adultos (Kang MJ et al. 1997, Pajak L et al. 1997, Georgescu SP et al, 
1997, Engel FB et al. 1999). Así, se comprobó cómo es posible iniciar la replicación del ADN 
in vitro mediante la estimulación de las células con factores nucleares y citoplasmáticos 
obtenidos de células en fase S del ciclo celular, lo que sugiere que el bloqueo que sufre el ciclo 
de estas células es reversible (Engel FB et al. 1999). Por tanto, la posibilidad de reactivar la 
hiperplasia en los cardiomiocitos diferenciados terminalmente es un área de gran interés en  
investigación, con importantes implicaciones terapéuticas en patologías como la hipertrofia e 
insuficiencia cardíaca (Field LJ. 1988). Este área de trabajo posibilitaría el desarrollo de terapias 
nuevas como podría ser el transplante de células cultivadas in vitro a zonas dañadas, sin tener 
que llegar a reemplazar la totalidad del órgano (Leiden JM. 1999). 
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Para aclarar el concepto de “diferenciados terminalmente”, es fundamental distinguir 
entre síntesis de ADN y división celular. Hay pocas evidencias que indiquen que los 
cardiomiocitos son capaces de dividirse bajo condiciones normales después del período 
postnatal más temprano, pero la utilización de técnicas nuevas como la microscopía confocal, ha 
permitido identificar poblaciones de miocitos mitóticos en el corazón normal (Kajstura J et al. 
1998). Asimismo, se ha demostrado que, bajo distintas condiciones patológicas como 
insuficiencia cardíaca o infarto de miocardio, estas poblaciones celulares aumentan su capacidad 
de sufrir mitosis (Kajstura J et al. 1998, Beltrami AP et al. 2001). Estos resultados irían en 
contra de la idea original de que el corazón es un órgano postmitótico, y sugieren la continua 
renovación de células durante la vida del individuo (Beltrami AP et al. 2001). 
 Actualmente, los esfuerzos en este sentido se centran en el estudio de las células 
madre con capacidad multipotencial. La identificación y aislamiento que se ha hecho de estas 
células en el corazón adulto, capaces de entrar en fase de división al ser estimuladas con 
factores de crecimiento, son una muestra evidente de que el corazón se encuentra en un proceso 
continuo de crecimiento, muerte y renovación celular (Nadal-Ginard B. 2001). Se sabe que la 
mayoría de miocitos adultos presentes en el corazón están diferenciados terminalmente, sin 
embargo existe una pequeña población de miocitos con capacidad de división que 
continuamente se están renovando, y que se generan a partir de la diferenciación de células 
madre cardíacas (Células stem) (Nadal-Ginard B et al. 2003). Es enorme la cantidad de 
publicaciones que han surgido en estos últimos años al respecto, donde posiblemente el 
principal objetivo que se ha contemplado es la regeneración del miocardio dañado (Muller P et 
al. 2005). 
2. Modelos cardiomiocitarios experimentales utilizados en investigación 
 La evolución sufrida en el campo de la cardiología clínica en las últimas décadas es la 
consecuencia en parte de los esfuerzos realizados en el ámbito de la investigación básica. Esta 
evolución ha generado la necesidad de un mayor conocimiento de la biología del corazón y de 
los tipos celulares que lo componen. En este sentido, ha sido muy importante el hecho de que se 
haya logrado obtener una herramienta de trabajo importante como son las líneas celulares 
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cardiomiocitarias. En los primeros trabajos de investigación realizados para el estudio de la 
biología cardíaca in vitro, se utilizaron cardiomiocitos aislados de embriones o neonatos de rata, 
los cuales eran un modelo limitado ya que pierden algunas de las características de los 
cardiomiocitos adultos. Además, estas células presentan el problema de poseer una capacidad de 
división limitada. Trabajos posteriores utilizaron células madre embrionarias murinas y células 
de carcinoma embrionario P19, cuyo problema era la falta de pureza en la población celular. A 
partir de este momento se desarrollaron técnicas de obtención, partiendo de células madre, de 
poblaciones de mayor pureza, y técnicas para la inmortalización de estas células, de forma que 
se solventó el problema de la división celular (White SM. 2004).  
En la actualidad se está trabajando con distintos tipos de líneas celulares 
cardiomiocitarias. Así, se está utilizando la línea celular H9c2 (Ekhterae D et al. 1999, Van Der 
Lee KA et al. 2000) que procede de células derivadas de corazones embrionarios de rata; la 
línea P19CL6 (Monzen K et al. 1999), la cual es un sistema de diferenciación de cardiomiocitos 
in vitro, derivada de la línea celular P19 (Davidson SM et al. 2000) obtenida de teratocarcinoma 
embrionario; la línea AT-1 (Shahrara S et al. 1997), que son células derivadas de tumores 
atriales de ratones transgénicos; y la línea HL-1 que es a su vez derivada de la AT-1 (Claycomb 
WC et al. 1998). Esta última línea celular, HL-1, presenta la ventaja frente a las otras líneas, 
incluida la línea AT-1 de la que deriva, que además de dividirse continuamente, es capaz de 
mantener el fenotipo de un cardiomiocito adulto a través de indefinidos pasajes en cultivo 
(Claycomb WC et al. 1998). Además, estas células se pueden mantener almacenadas en 
nitrógeno líquido, y posteriormente pueden ser  descongeladas sin que varíe su fenotipo. 
Como ejemplo de obtención de líneas celulares cardiomiocitarias tenemos los trabajos 
realizados en 1999 por el grupo de Ogawa S (Makino S et al. 1999), en los que se consiguió 
obtener una línea celular a partir de células del estroma de la médula ósea. La idea surgió del 
hecho de que partiendo de fibroblastos 10T1/2 cultivados, se obtuvieron células de músculo 
esquelético por diferenciación de los fibroblastos, simplemente mediante la alteración de la 
expresión de un número muy pequeño de genes. Siguiendo con esta línea de investigación, lo 
que se pensó es que las células del estroma de la médula ósea por sus características podrían ser 
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capaces de diferenciarse en precursores de cardiomiocitos. A continuación las células del 
estroma fueron inmortalizadas mediante un prolongado cultivo in vitro, aproximadamente 
cuatro meses, y a partir de ellas se identificó un clon de células adherentes como los 
fibroblastos, que tras ser tratados con 5-azacitidina se diferenciaban en miocitos capaces de 
contraerse. A estas células se las pasó a conocer como células cardiomiogénicas (CMG). Tras la 
diferenciación, estas células, adquirieron rasgos morfológicos de las células cardíacas, 
incluyendo sarcómeras, de uno a tres núcleos localizados centralmente, etc. El hecho de que las 
células CMG se puedan diferenciar eficientemente en cardiomiocitos tras el tratamiento con 5-
azacitidina, sugiere que la diferenciación de los miocitos cardíacos está controlada por un 
número muy pequeño de genes y vías de señalización. Estos hallazgos pueden enfocarse hacia 
el desarrollo de terapias de sustitución o reemplazamiento celular para tratar una amplia 
variedad de cardiomiopatías mediante inyección de estas células en el miocardio. Estudios 
recientes, realizados por distintos grupos, han sugerido que cardiomiocitos embrionarios pueden 
ser inyectados en el miocardio ventricular adulto donde se incorporan de forma estable al 
músculo cardíaco. Los hallazgos de Ogawa S et al., sugieren la posibilidad de utilizar las células 
del estroma de la médula ósea para la generación de músculo cardíaco nuevo. También se ha 
planteado la posibilidad de ser utilizadas para realizar modificaciones genéticas en ellas y 
posteriormente utilizarlas en terapias de reemplazamiento (Davis RS et al. 1987, Olson EN et al. 
1994). 
3. La hipertrofia cardíaca 
La hipertrofia cardíaca se puede clasificar en fisiológica y en patológica. Los cambios 
moleculares, bioquímicos, y fisiológicos asociados con la  hipertrofia fisiológica difieren de 
forma tanto cualitativa como cuantitativa de los cambios que ocurren durante la hipertrofia 
patológica. Así, una sobrecarga de presión y volumen, infarto de miocardio, mutación de 
proteínas sarcoméricas, o desajuste hormonal, puede conducir al desarrollo de una hipertrofia 
patológica crónica mediante la inducción de genes tempranos inmediatos, activación de un 
programa genético embrionario y reorganización de la arquitectura del citoesqueleto del miocito 
(Komuro I & Yazaki Y. 1993). Son varias las patologías cardíacas que acompañan al 
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crecimiento hipertrófico, entre las cuales están isquemia, hipertensión, insuficiencia cardíaca y 
enfermedad valvular (Frey N et al. 2004). Entonces, la hipertrofia patológica se da como 
respuesta adaptativa del corazón a un incremento anormal en el trabajo de éste, ya sea de forma 
general o regional (Figura 3). En un principio, el aumento en la masa cardíaca sirve para 
normalizar el estrés que sufre la pared cardíaca y permitir así una función cardiovascular normal 
al resto del órgano, y durante el ejercicio en la hipertrofia compensada. Si el estímulo para la 
hipertrofia patológica es lo suficientemente prolongado o intenso, entonces a éste le sucederá 
una hipertrofia descompensada y posteriormente insuficiencia cardíaca (Haunter JJ & Chien 
 
KR. 1999).  
l desarrollo de la hipertrofia cardíaca tiene claros efectos a nivel celular sobre el 
miocito
E
. Así, la hipertrofia del cardiomiocito se caracteriza en un primer momento por un 
aumento en el tamaño celular, síntesis proteica, y organización sarcomérica (Frey N et al. 2004). 
A este nivel, y de forma clásica se diferencian dos tipos de fenotipos hipertróficos: hipertrofia 
concéntrica e hipertrofia excéntrica. El primer caso se debe a una sobrecarga de presión y se 
caracteriza por la adición lateral de sarcómeras, y el crecimiento lateral de los cardiomiocitos. El 
segundo caso se debe a una sobrecarga de volumen o previo a un infarto, y se caracteriza por la 
adición de sarcómeras en serie y el crecimiento longitudinal de los cardiomiocitos (Frey N et al. 
2004). Dichos cambios fenotípicos son el reflejo de la expresión de un programa genético 
embrionario, ya que esta expresión génica es característica de las etapas de desarrollo 












Figura 3. Desarrollo y consecuencias de la  
hipertrof ia f isiológica y patológica.
 10
                                                                                                                                        Introducción general  
ANP y BNP, y la expresión de proteínas contráctiles como la isoforma β de la cadena pesada de 
la miosina (β-MHC), y la isoforma α de la actina de músculo esquelético, características del 
desarrollo embrionario (Dorn GW et al. 2003). 
4. Implicaciones de la matriz extracelular sobre la funcionalidad del cardiomiocito 
 es la 
matriz 
e infarto 
ún un proceso de remodelado miocárdico, responsable final de la 
muerte 
Matriz extracelular
Las células cardíacas se sustentan sobre una complicada red de proteínas que
extracelular (ECM). Aunque los cardiomiocitos ocupan la mayor parte de la masa 
cardíaca por volumen, están incluidos en una extensa red extracelular de colágeno y otras 
proteínas estructurales, incluyendo fibronectinas y proteoglicanos. El conjunto de todas estas 
proteínas forman una estructura extracelular e intracelular que es un determinante crítico de la 
forma cardíaca durante el crecimiento cardíaco normal y patológico (Weber KT et al. 1991). 
Los fibroblastos cardíacos son importantes en la producción y mantenimiento de la matriz 
extracelular del corazón. La proliferación anormal de los fibroblastos y la deposición de 
proteínas de la matriz extracelular, principalmente colágeno, puede afectar de modo negativo a 
la función del corazón (Booz GW & Baker KM. 1995). Una excesiva deposición de la matriz 
extracelular cardíaca se asocia a una sobrecarga mecánica fisiopatológica del corazón (Figura 4) 
(MacKenna D et al. 2000).  
de miocardio, tienen en com
La deposición anormal de 
matriz afecta negativamente 
la función cardíaca
Determinante crítico 
de la forma cardíaca
Interviene en la respuesta 
hipertróf ica del 
cardiomiocito
Figura 4. Implicaciones de la matriz extracelular en la 
formación y funcionalidad del corazón.
Diversas patologías cardíacas, tales como hipertensión, insuficiencia cardíaca 
en estas enfermedades. El remodelado miocárdico es un proceso dinámico en el que se 
dan una serie de cambios estructurales en los que se ven involucrados tanto miocitos como no 
miocitos. La deposición de la matriz de colágeno, principal componente de la matriz 
extracelular, por parte de los fibroblastos, permite el mantenimiento de la estructura y función 
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cardíacas. Una excesiva deposición de colágeno o fibrosis patológica durante el proceso de 
remodelado, contribuye a la disfunción ventricular izquierda y a la progresión de patologías 
como hipertensión, infarto de miocardio e insuficiencia cardíaca (Jugdutt BI. 2003). 
La unión de los cardiomiocitos a la matriz extracelular está mediada por integrinas. Las 
integrinas son unas proteínas situadas en la membrana celular que presentan dos dominios, uno 
extracelular y otro citoplasmático. El dominio extracelular se une a la fibronectina de la matriz 
extracelular, mientras que el dominio citoplasmático está asociado con una proteína tirosina 
quinasa formando las llamadas adhesiones focales. Esta proteína tirosina quinasa es la 
denominada quinasa de adhesión focal (FAK), la cual media una gran parte de las respuestas 
iniciadas en las adhesiones focales. El conjunto de estas proteínas participan en una vía 
molecular capaz de ser activada de forma diferencial por isquemia, extensión mecánica y estrés 
oxidativo del miocardio, y proporciona un mecanismo adicional para el crecimiento alterado en 
presencia de condiciones patológicas (Laser M et al. 2000, Torsoni AS et al. 2003). La 
importancia de la matriz extracelular en el desarrollo de la hipertrofia cardíaca, ha sido 
constatada en distintos estudios en los que se han utilizado agonistas capaces de inducir 
hipertrofia. Es el caso de la fenilefrina (PE), utilizada para inducir hipertrofia en cardiomiocitos 
neonatales ventriculares (Taylor JM et al. 2000). Se ha comprobado que señales que provienen 
de las proteínas de la matriz extracelular aumentan la respuesta hipertrófica de las células del 
miocardio, y proporcionan evidencias de que la señalización dependiente de estas proteínas es 
mediada, en parte, por las quinasas de adhesión focal (FAK). La adición de PE a los 
cardiomiocitos en cultivo sobre proteínas como laminina y fibronectina, estimula los principales 
rasgos característicos de la hipertrofia patológica (Taylor JM et al. 2000), tales como 
reorganización sarcomérica, incrementa el tamaño celular, e inducción de la expresión del 
péptido atrial natriurético (ANP) (Chien KR et al. 1993). En contraste a ésta observaciones, los 
cardiomiocitos cultivados sobre substratos no adhesivos como gelatina, exhibieron una reducida 
capacidad para llevar a cabo los cambios hipertróficos inducidos por PE. El cultivo de las 
células sobre laminina o fibronectina, que son proteínas de la matriz dependientes de integrinas, 
supuso una respuesta hipertrófica al tratar con PE, mientras que células cultivadas sobre 
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substrato no dependiente de integrinas, como la gelatina, fallaron en el mantenimiento de la 
hipertrofia celular (Taylor JM et al. 2000). En otros estudios y contrariamente a lo dicho, se ha 
comprobado que los cardiomiocitos sembrados sobre gelatina mostraron respuesta hipertrófica 
inducida por agonistas (Sah VP et al. 1996, Hoshijima M et al. 1998). Es posible que en este 
caso influyeran otros factores como la elevada densidad del cultivo y la prolongada duración del 
tratamiento, de forma que el resultado final de estos experimentos llevase a modificaciones en el 
entorno de las proteínas de la matriz extracelular por los miocitos durante el cultivo, 
permitiendo así el mantenimiento del crecimiento hipertrófico (Taylor JM et al. 2000).  
Es tal la importancia de la matriz extracelular para el desarrollo de los cardiomiocitos 
que se ha llegado a desarrollar un protocolo de cultivo celular sobre una matriz extracelular 
natural 
muerte celular se puede dividir en dos grupos con características morfológicas y 
mo S. 1998, Díez J. 2000): necrosis 
y apopt
denominada cardiogel. Este substrato es sintetizado por los propios fibroblastos 
cardíacos, y contiene las proteínas típicas de la matriz como laminina, fibronectina, colágeno y 
proteoglicanos. La comparación de cardiomiocitos cultivados sobre cardiogel con miocitos 
cultivados sobre lamina o fibronectina solas, mostró que los primeros se adherían mucho más 
rápidamente tras la siembra, exhibían contracciones espontáneas tempranas, presentaban un 
mayor área y volumen, sufrían diferenciación del citoesqueleto y miofibrilar más temprana, y un 
crecimiento más largo que las otras. Ésto sugiere que el crecimiento celular refleja el efecto 
sinérgico de numerosas señales de componentes de la matriz extracelular que en cardiogel, son 
transducidas por los elementos del citoesqueleto de los cardiomiocitos (VanWinkle WB et al. 
1996).  
5. Muerte celular y cardiomiocitos: la apoptosis 
La 
dinámicas distintas (Colucci WS. 1996, Haunstetter A & Izu
osis. La necrosis representa el conjunto de cambios degradativos en los que culmina 
cualquier tipo de muerte celular. Por tanto, a la necrosis se puede llegar tanto por apoptosis 
como por oncosis (la célula se hincha y estalla) (Díez J. 2000). Una diferencia fundamental 
entre apoptosis y necrosis, es que la apoptosis es un proceso dependiente de ATP que necesita 
una actividad metabólica residual por parte de la célula (Clerk A et al. 2003). Pero la diferencia 
 13
Introducción general   
básica a nivel patológico entre apoptosis y necrosis aparece en que la destrucción de la célula 
por necrosis es debida a estímulos externos, mientras que en la apoptosis la célula se destruye a 
sí misma en respuesta a condiciones desfavorables. Esto tendrá como consecuencia unos rasgos 
morfológicos, bioquímicos, y diagnósticos diferentes (Haunstetter A & Izumo S. 2001) (Figura 
5).  
 
Una célula puede sufrir apoptosis en respuesta a estímulos que pueden ser muy 
diversos, por ejemplo, ligandos para receptor de muerte, como es el caso de las citoquinas, 
agentes que dañan el ADN, pro-oxidantes, etc., pero todos en una vía de señalización de muerte 
autónoma (Haunstetter A & Izumo S. 1998). El mecanismo final común para este proceso es la 
activación de un subgrupo de proteasas que son las caspasas. Estas proteasas, una vez activadas, 
rompen proteínas celulares, lo que conduce a alteraciones morfológicas que son características 
de las células que están muriendo. En la apoptosis típica, la cromatina nuclear se condensa, el 
núcleo se encoge y se rompe en pequeños fragmentos subnucleares. El ADN genómico se 
rompe entre los nucleosómas, donde normalmente está enrollado alrededor de los complejos 
formados por las histonas. Cuando la apoptosis es avanzada, la célula pierde volumen y en la 













Figura 5. Diferencias básicas entre 
necrosis y apoptosis.
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mitocondrias en el caso de los cardiomiocitos, y por último estas ondulaciones se acaban 
rompiendo para dar lugar a los llamados cuerpos apoptóticos (Colucci WS. 1996, Haunstetter A 
& Izumo S. 2001). 
5.1. Apoptosis cardiomiocitaria 
La apoptosis cardiomiocitaria es un proceso que va a afectar de modo muy importante 
multitud de aspectos de la biología del corazón (Thompson CB. 1995, Vaux DL et al. 1996, 
Garg S et al. 2005). Hasta no hace mucho se creía que los cardiomiocitos eran células 
totalmente diferenciadas sin capacidad para replicarse o sufrir apoptosis. Recientemente se ha 
demostrado que  esto no es así, y estas células pueden sufrir ambos procesos (Anversa P & 
Kajstura J. 1998). Esto ha despertado gran interés dentro de la cardiología, principalmente por 
dos razones: la primera es que la apoptosis aparece en estudios patológicos y experimentales 
como una característica común a muchas de las enfermedades cardíacas, incluyendo isquemia e 
insuficiencia cardíaca, además de estar implicada en la progresión de dichas patologías 
(Haunstetter A & Izumo S. 2000, Kang PM & Izumo S. 2000, Garg S et al. 2005); la segunda 
razón es que la apoptosis es una forma de muerte celular regulada que podría proporcionar 
nuevos enfoques a la hora de  desarrollar una terapia para prevenir la pérdida de cardiomiocitos, 
y además prevenir o ralentizar la progresión de distintas patologías cardíacas (Haunstetter A & 
Izumo S. 2000). En los últimos años se pensaba que la pérdida de miocitos se debía 
exclusivamente a necrosis, pero actualmente existen evidencias de la existencia de muerte 
cardomiocitaria por apoptosis, por ejemplo durante la progresión de la insuficiencia cardíaca 
(Garg S et al. 2005). Son muchos los modelos de insuficiencia cardíaca que presentan apoptosis 
en respuesta a estímulos como isquemia, isquemia-reperfusión, hipoxia, exceso de calcio, estrés 
oxidativo, etc. Curiosamente, el fenómeno de la apoptosis aparece presente a lo largo de la 
evolución de la insuficiencia cardíaca, tanto en eventos iniciales (isquemia, infarto, 
inflamación), como en tardíos, cuando aparece disfunción ventricular izquierda (Garg S et al. 
2005). Por tanto, no es de extrañar que muchos de los esfuerzos terapéuticos estén encaminados 
hacia la prevención e inhibición de este proceso. 
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Desde el punto de vista de la arquitectura celular, la apoptosis equilibra el efecto de la 
proliferación celular. Es un proceso muy importante durante el desarrollo postnatal del corazón, 
ya que 
y patológicos (Colucci WS. 1996). Así, se ha identificado 
una fam
e citoquinas en la sangre o en el propio músculo 
desempeña un papel relevante en la configuración morfológica del órgano (James TN. 
1994). Como ejemplo, se ha determinado que este proceso es diferente entre los ventrículos del 
corazón neonatal y que determina la capacidad contráctil de éstos en etapas posteriores. Por 
esto, alteraciones que se puedan dar en la regulación de la apoptosis pueden desembocar en el 
desarrollo de numerosas patologías. Así, una apoptosis exagerada puede conducir a la atrofia y 
fallo de la función de un órgano, por otro lado una apoptosis insuficiente propicia la 
remodelación del órgano, y puede conducir  al desarrollo de procesos tumorales e 
inmunoinflamatorios (Díez J. 2000). 
La apoptosis está controlada por programas genéticos, que pueden ser activados por un 
amplio rango de eventos fisiológicos 
ilia de proteínas implicadas en la regulación del proceso apoptótico. Estas proteínas se 
conocen con el nombre de Proteínas de la Familia Bcl-2. La expresión del oncogén bcl-2 deriva 
en la síntesis de la proteína Bcl-2, capaz de bloquear la muerte celular por apoptosis 
(Hockenbery D et al. 1990). Dentro de esta familia se han identificado más de 10 proteínas con 
características anti-apoptóticas, como Bcl-2, y pro-apoptóticas, como Bax (Adams JM & Cory 
S. 1998). Se ha demostrado que la expresión del gen bcl-2 en cardiomiocitos está disminuida en 
estados fisiopatológicos asociados con una tensión incrementada de los miocitos in vitro o con 
el miocardio isquémico in vivo. También se ha comprobado que, bajo condiciones similares, la 
expresión del gen bax está aumentada (Condorelli G et al. 1999). Por tanto la relación de la 
expresión entre bcl-2 y bax, se puede considerar como un importante marcador de la 
supervivencia  de las células del miocardio.  
 Una característica común que presentan las enfermedades que llevan a la muerte del 
cardiomiocito es la elevada concentración d
cardíaco. Esto normalmente se asocia con una depresión en la función cardíaca y con apoptosis 
(Pulkki KJ. 1997). Las citoquinas son proteínas de bajo peso molecular producidas por varios 
tipos celulares, particularmente células inflamatorias. Estas proteínas se unen a receptores 
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específicos e inducen expresión génica en las células diana. A nivel cardíaco podemos dividirlas 
en tres categorías diferentes, a) proi-nflamatorias, b) anti-inflamatorias y c) cardioprotectoras. 
Las citoquinas pro-inflamatorias, como por ejemplo TNF-α, pueden inducir muerte celular tanto 
por necrosis como por apoptosis, y se expresan de forma rápida en distintas cardiopatías, en 
particular en insuficiencia cardíaca (Paulus WJ. 2000). Las anti-inflamatorias, como por 
ejemplo IL-10, son capaces de inhibir la síntesis de citoquinas pro-inflamatorias (Pulkki KJ. 
1997), y se ha observado que, al contrario de las pro-inflamatorias, éstas no se ven aumentadas 
en insuficiencia cardíaca, produciéndose así un desequilibrio en el conjunto de citoquinas 
(Aukrust P et al. 2005). Por su parte, el grupo de citoquinas cardioprotectoras hace referencia a 
aquellas citoquinas que presentan efectos beneficiosos a nivel cardíaco. Este el caso por ejemplo 
de IL-1 (Maulik N et al. 1993) e IL-2 (Cao CM et al. 2004), las cuales reducen el daño 
miocárdico por isquiemia reperfusión, o incluso de TNF-α, el cual es cardioprotector en 
exposiciones breves (Tanno M et al. 2003). 
6. Regulación hormonal a nivel cardíaco 
 Son numerosas las hormonas que tienen como diana de su acción al corazón. Esto 
e ológicas que desempeña este órgano van a estar 
enecen tres hormonas, el péptido natriurético atrial (ANP), el péptido 
natr NP), y el péptido natriurético tipo C  (CNP). De estas tres 
qui re decir que parte de las funciones fisi
reguladas por una respuesta hormonal. Por el contrario el corazón, como órgano endocrino que 
es, contribuye a la homeostasis corporal a través de la secreción de un número de hormonas 
peptídicas con actividad biológica capaces de actuar sobre distintos tejidos diana (Durocher D et 
al. 1998). Por tanto, el conjunto de señales hormonales que se integran en el corazón regulando 
algunas de las funciones biológicas del mismo, se podrían clasificar en señales endocrinas, y 
señales autocrinas. Las primeras estarían mediadas por aquellas hormonas procedentes de la 
circulación que actúan a nivel cardíaco, y las segundas se deberían a la acción de las hormonas 
secretadas por el corazón capaces de actuar sobre el propio órgano. Entre todo este conjunto de 
hormonas cabe destacar: 
6.1. Péptidos natriuréticos 
A este grupo pert
iurético cerebral o tipo B (B
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hormon
zón y la circulación coronaria. Estas funciones incluirían regulación del 
crecimi
es guanilil ciclasa asociados a membrana (NPRs). Existen tres subtipos de receptores 
isiológica. Su principal función 
es a sporte de electrolitos a través del epitelio, particularmente del riñón. 
Increme
as las más importantes son ANP y BNP. Estas dos hormonas se sintetizan 
principalmente en cardiomiocitos de aurícula y ventrículo, respectivamente, de donde son 
liberadas a la circulación en respuesta a estiramiento de los mismos (Woods RL. 2004). Las 
principales acciones endocrinas conocidas de ANP y BNP circulantes son: estimulación de la 
natriuresis y diuresis renal, inhibición de la liberación y/o acción de otros sistemas de hormonas 
presoras como el sistema renina-angiotensina-aldosterona, etc., disminución del volumen de 
sangre circulante mediante secuestro de plasma, y efecto vasodilatador a grandes dosis o en 
insuficiencia cardíaca. 
Además de estas acciones endocrinas, ANP y BNP presentan funciones autocrinas y 
paracrinas sobre el cora
ento de los miocitos, inhibición de la proliferación de fibroblastos, y por tanto de la 
deposición de matriz extracelular, efecto citoprotector frente a isquemia, y acción sobre el 
endotelio coronario y la proliferación y contractilidad del músculo liso vascular (D’Souza et al. 
2004). 
 Las distintas acciones biológicas de los péptidos están mediados por la unión a 
receptor
con distinta afinidad por los péptidos, NPR-A, NPR-B y NPR-C. Los dos primeros median las 
principales acciones fisiológicas de los péptidos natriuréticos, mientras que el NPR-C participa 
en la eliminación de éstos de la circulación (Baxter GF. 2004).  
6.2. Aldosterona 
Se trata del mineralocorticoide de mayor importancia f
ctuar sobre el tran
nta la reabsorción de sodio, y por tanto de agua, y la secreción de potasio actuando 
sobre sus canales (White PC. 2003). Varias evidencias muestran que la aldosterona tiene efectos 
negativos a nivel cardíaco. Así, un exceso de aldosterona (aldosteronismo primario) tiene como 
resultado causar hipertensión, la cual a su vez, tiene efectos negativos sobre el sistema 
cardiovascular como la hipertrofia ventricular izquierda y fibrosis cardíaca (White PC. 2003). 
Esto indica que la aldosterona afecta directamente al crecimiento de los cardiomiocitos. Se ha 
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comprobado que la aldosterona aumenta los niveles de calcio intracelular lo que podría 
desencadenar hipertrofia cardíaca (Benitah JP & Vassort G. 1999), a través de la expresión de 
calcineurina, una fosfatasa calcio/calmodulina dependiente capaz de causar hipertrofia. Por otro 
lado, la aldosterona tiene efectos en estados patológicos del sistema cardiovascular como infarto 
de miocardio e insuficiencia cardíaca. Se ha comprobado que la aldosterona sintasa, enzima 
sintetizadora de aldosterona, y la propia aldosterona se sintetizan por el corazón bajo estas 
condiciones patológicas (White PC. 2003). Las intervenciones terapéuticas frente a los efectos 
negativos de la aldosterona pasan principalmente por el antagonismo del receptor de 
mineralocorticoides. 
6.3. Adrenomedulina 
Hormona implicada en la regulación de la homeostasis cardiovascular y de la relación 
pres  en la patofisiología de la enfermedad cardíaca. Su expresión se 
detecta 
 vasos que presentan resistencia e incremento del 
ión/volumen, así como
en distintos tejidos, muchos de ellos implicados en la regulación de presión y volumen. 
Esta hormona actúa a través de receptores acoplados a proteínas G. En cuanto al corazón, su 
presencia es elevada en las aurículas y baja en los ventrículos (Rademaker MT et al. 2003). La 
principal fuente de la adrenomedulina circulante en plasma es el tejido vascular, en condiciones 
no patológicas. Se ha visto que los niveles de esta hormona están aumentados en insuficiencia 
cardíaca. Así, las concentraciones de adrenomedulina circulante están elevadas en enfermedad 
cardiovascular, de forma proporcional a la importancia del daño cardíaco y hemodinámico 
(Rademaker MT et al. 2003). 
 Algunas de las principales acciones biológicas de adrenomedulina, implicadas en 
insuficiencia cardíaca, incluyen dilatación de
flujo sanguíneo coronario, efectos cardíacos ionotrópicos positivos, desensibilización del reflejo 
barorreceptor e inhibición de las acciones vasoconstrictoras de angiotensina II y endotelina-1 
(Samson WK. 1999). Además, es capaz de inhibir la hipertrofia de los cardiomiocitos (Tsuruda 
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6.4. Leptina 
La importancia de la leptina a nivel cardiovascular viene dada por la relación entre la 
horm eptinemia y la función cardiovascular; que va a condicionar la patogénesis de 
las disf
 niveles plasmáticos de la 
rmon
beración de Ca2+ intracelular de los cardiomiocitos (Nickola MW et al. 2000). 
6.5.
e 
ha c jerce efectos directos vasodilatadores, que disminuye la media de la presión 
ona, la hiperl
unciones cardiovasculares ligadas a la obesidad (Ren J. 2004). La obesidad es un estado 
de hiperleptinemia en el que se evidencia una resistencia a la leptina. 
 Datos clínicos sugieren que la leptina podría intervenir en insuficiencia cardíca 
mediante su participación en la caquexia cardíaca catabólica. Así, los
ho a en pacientes con infarto de miocardio están asociados con el daño cardíaco 
desarrollado (Fujimaki S et al. 2001), y en pacientes con insuficiencia cardíaca se presentaron 
elevados (Schulze PC et al. 2003). Por otro lado, la leptina también tiene efectos sobre la 
función vascular y la presión sanguínea. Se ha comprobado como la leptina induce relajación 
vascular a través de mecanismos tanto dependientes como independientes de óxido nítrico 
(ON), y que la administración en distintos ensayos de leptina intracerebroventricular o 
intravenosa, aumentó la presión sanguínea arterial. Sin embargo, también se ha mostrado que la 
administración aguda de leptina no tuvo estos efectos hipertensivos (Ren J. 2004). Estos 
resultados indicarían la complejidad de los mecanismos de acción de la leptina. Por otro lado, se 
ha demostrado también que el tratamiento crónico con leptina aumenta la frecuencia cardíaca, y 
que en individuos hiperleptinémicos esta frecuencia elevada predispone a cambios 
fisiopatológicos que podrían derivar en insuficiencia cardíaca congestiva e infarto de miocardio 
(Ren J. 2004). 
 A nivel cardiomiocitario, leptina tiene efectos ionotrópicos negativos sobre la 
contracción y li
 Ghrelina 
 Los efectos de ghrelina sobre el sistema cardiovascular son claramente beneficiosos. S
ontrastado que e
sanguínea arterial, y que la infusión intravenosa de la hormona tiene efectos hemodinámicos 
positivos en pacientes con insuficiencia cardíaca (Nagaya N & Kangawa K. 2003). También se 
ha demostrado que la hormona inhibe la apoptosis de distintos tipos celulares como células 
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endoteliales y cardiomiocitos. En concreto, se ha demostrado que los cardiomiocitos sintetizan y 
secretan la hormona, y que ésta ejerce un papel protector frente a la apoptosis cardiomiocitaria 
(Iglesias MJ et al. 2003). Otro de los efectos positivos del péptido a nivel cardiovascular vendría 
dado por la protección que ejerce frente a daño cardiovascular por isquemia-reperfusión 
(Sharma V & McNeill JH. 2005). La administración de ghrelina a ratas con insuficiencia 
cardíaca llevó consigo una mejora de la función cardíaca, mediada por los efectos 
vasodilatadores y anti-apoptóticos de la hormona (Nagaya N & Kangawa K. 2003). 
Por otro lado, es común que pacientes en estados tardíos de insuficiencia cardíaca 
presenten caquexia cardíaca, un estado catabólico que se caracteriza por la pérdida de peso y 
masa muscular. Esto hace de la caquexia cardíaca una diana terapéutica en el tratamiento de la 
insuficiencia cardíaca. Se ha postulado que la ghrelina puede ser un tratamiento potencial de la 
caquexia cardíaca gracias a sus efectos directos promoviendo la ingesta de comida y adiposidad, 
así como el crecimiento muscular a través del eje GH/IGF-1 (Sharma V & McNeill JH. 2005). 
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                                                                                                           Introducción Hormona de Crecimiento 
1. Estructura y localización 
La hormona de crecimiento (GH) es un péptido de 191 
aminoácidos con un peso molecular de 22 kDa, formado por una 
cadena sencilla (Figura 1). Comparte una marcada homología 
estructural con el lactógeno placentario humano y prolactina 
(Kopchick JJ & Andry JM. 2000). El gen codificante de esta hormona 
en humanos está localizado en el brazo largo del cromosoma 17 
(17q23). Este gen contiene 5 exones codificantes para una proteína precursora de 217 
aminoácidos. La rotura de una secuencia de 26 aminoácidos da lugar a la proteína madura. 
Aproximadamente el 85% de la GH circulante se corresponde con esta forma de la proteína 
(191 aas) (Salvatori R. 2004). Aparte de esta forma de 22 kDa, se ha identificado otra forma con 
un peso molecular de 20 kDa, la cual procede del mismo gen que la variante de 22 kDa, pero de 
un ARNm diferente. Difiere de la forma de 22 kDa en que presenta la pérdida de una serie de 
residuos aminoacídicos (Baumann G. 1991). 
Figura 1. Estructura 
de la GH humana. 
2. Producción y secreción 
La secreción pulsátil de GH está regulada por un complejo sistema de control 
neuroendocrino, en el que interviene dos 
neuropéptidos hipotalámicos, somatorelina u 
hormona liberadora de GH (GHRH), y 
somatostatina (SS). GHRH ejerce efectos 
estimuladores de la secreción de GH sobre las 
células somatotropas (células acidófilas secretoras 
de GH), mientras que el efecto de SS es inhibidor 
(Figura 2). Ambos péptidos son los últimos 
mediadores de las influencias metabólicas, 
endocrinas, neurales e inmunológicas sobre la 











Figura 2. Regulación de la secreción de  
GH por el eje Hipotalamo/Hipofisario.
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La GH se almacena dentro de gránulos secretores en las células somatotropas, y se 
libera en respuesta a un aumento en las concentraciones intracelulares de AMPc y/o Ca2+ por 
acción de GHRH (Kopchick JJ & Andry JM. 2000). En este proceso regulador de la secreción 
de GH también interviene un factor de transcripción específico de la hipófisis denominado Pit-
1. La producción de AMPc por parte de las células somatotropas aumenta las concentraciones 
de Pit-1, de forma que éste se une a sitios específicos en el gen de la hormona de crecimiento 
(Kopchick JJ & Andry JM. 2000). Existe otro tipo de moléculas sintéticas denominadas 
péptidos liberadores de GH (GHRPs) capaces de estimular la liberación de GH. Estas moléculas 
estimulan la secreción de GH a través de la activación del receptor de secretagogos de GH 
(GHS-R) (Kopchick JJ & Andry JM. 2000), al cual se une la hormona ghrelina anteriormente 
citada. 
3. Receptor de GH y proteínas transportadoras de GH (GHBPs) 
La hormona de crecimiento se une con alta afinidad y especificidad a dos proteínas, el 
receptor de GH (GHR) y la proteína de unión a la GH (GHBP). El receptor está presente en la 
membrana celular de los tejidos diana de la hormona, donde ésta ejercerá sus efectos 
somatogénicos y metabólicos (Edens A & Talamantes F. 1998). El receptor de GH pertenece a 
la superfamilia de receptores de citoquinas de clase 1, entre los que también están el receptor de 
prolactina, factor neurotrófico ciliar (CNTF), leptina, etc (Zhu T et al. 2001). Por su parte, la 
GHBP se encuentra circulando en suero y es capaz de formar complejos con la GH circulante. 
El receptor de GH es una proteína con un dominio transmembrana de unos 620 
aminoácidos, dependiendo de la especie. La estructura del GHR consiste en un dominio 
extracelular de unión a la hormona en el extremo N-terminal. Este dominio comprende unos 245 
aminoácidos, según la especie. Presenta también un dominio hidrofóbico transmembrana de 24 
aminoácidos, y un dominio de señalización intracelular de unos 350 aminoácidos. El peso 
molecular esperado para el receptor oscila entre 100-130 kDa según la especie, aunque también 
se han encontrado tamaños mayores y menores (Edens A & Talamantes F. 1998) (Figura 3). 
La expresión del receptor de GH se determinó en un principio en el hígado, lo que hizo 
pensar que era específico de este tejido. Posteriormente, se comprobó que también se expresa en 
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otros tejidos, como es el caso de 
músculo, tejido adiposo, glándula 
mamaria, hueso, riñón y células 
embriónarias (Kelly PA et al. 1991). 
La presencia del receptor ha sido 
encontrada también en el cerebro, lo 
que suponía que la GH debía de 
cruzar la barrera hematoencefálica 
para ejercer sus efectos (Nyberg F & 
Burman P. 1996). Se han encontrado sitios de unión en células B humanas, en linfocitos IM-9, y 
en células de epitelio de timo cultivadas (Ban E et al. 1991, Rapaport R et al. 1995). Asimismo, 
se ha determinado su expresión génica en células de diversos tejidos inmunológicos como 
células T, células B, y timocitos de tejidos humanos y de ratón (Hull KL et al. 1996) (revisado 
en Kopchick JJ & Andry JM. 2000). En el corazón, los niveles de expresión del receptor de GH 
son elevados, siendo tras el hígado uno de los órganos de mayor expresión (Fazio S et al. 2000). 
Figura 3. Estructura del receptor de GH.  Pertenece a la superfamilia  










 La GH se une al dominio extracelular de dos moléculas de receptor, lo que deriva en la 
homodimerización del mismo (Zhu T et al. 2001). Es un proceso secuencial que ocurre en dos 
fases: en la primera, la GH se une a un sitio de alta afinidad dentro del primer receptor, y en la 
segunda, se une a un sitio de baja afinidad en el segundo receptor, lo que supone la dimerización 
de éste. La  formación del complejo hormona-receptor, va a desencadenar una respuesta 
biológica a través de varias vías de señalización (Figura 4). La interacción GH/GHR deriva en 
primer lugar en la activación de la tirosina quinasa JAK2, perteneciente a la familia de las Janus 
quinasas, mediante fosforilación y activación catalítica del dominio quinasa (Zhu T et al. 2001). 
La activación de JAK2 supone la fosforilación por parte de ésta del receptor de GH, lo que dará 
lugar a la aparición de sitios de anclaje para una amplia variedad de moléculas. Entre estas 
moléculas están las STATs (Signal Transducers and Activators of Transcription), la proteína 
homóloga a colágeno Src, y los sustratos 1 y 2 del receptor de insulina (IRS-1 y -2). La 
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principal vía de señalización de GH 
ocurre a través de las proteínas STAT, 
más concretamente de STAT5, aunque 
GH también es capaz de activar la vía 
de MAP quinasa (Zhu T. 2001). 
Figura 4. La unión de la hormona al receptor induce la 
dimerización de éste y la activación mediante 















































La GHBP es la forma soluble 
circulante del receptor de GH. Existen 
dos tipos de proteínas de unión a la 
GH en función de su afinidad a esta. 
Estas serán proteínas de alta afinidad o 
proteínas de baja afinidad.  
Las proteínas de baja afinidad se han encontrado en el plasma de humanos y animales, y 
son capaces de unir una pequeña proporción de la GH circulante (Baumann G et al. 1989). Se 
une de forma algo más preferente a la forma de GH de 20 kDa. Por su parte, las proteínas de 
elevada afinidad se han encontrado en la sangre de todas las especies examinadas y se han 
conservado a lo largo de la evolución de los vertebrados (Baumann G. 2001). Presentan una 
gran homología con el receptor de GH, y se generan a través de dos mecanismos distintos. 
Mediante proteolisis del dominio extracelular del receptor de GH o por splicing alternativo del 
transcripto primario del receptor. Ambos mecanismos van a dar lugar a GHBP con un dominio 
de unión a la GH exactamente igual que el del receptor. La generación de GHBP por uno u otro 
mecanismo va a depender de la especie (Edens A & Talamantes F. 1998). En humanos y conejo 
el mecanismo utilizado es la proteolisis del receptor, mientras que en ratón y rata es el splicing 
alternativo del transcripto (Baumann G. 2001). 
Parece que la función principal de las proteínas de unión a la GH es la de formar 
complejos con la GH, uniendo el 50% de la GH circulante. De esta forma las GHBP estarían 
regulando los niveles de GH libre que circula en la sangre, ya que el complejo que forman con 
la GH constituiría un reservorio de la hormona. Este hecho permite prolongar la vida media de 
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la GH en plasma. También, mediante la formación de los complejos, estarían modulando la 
acción de la GH a nivel celular (Baumann G. 2001).  
4. Efectos de la GH 
Los efectos biológicos directos de la GH están mediados por la unión a su receptor en 
los tejidos diana. Sin embargo muchos de los efectos biológicos de la hormona, como promover 
el crecimiento, son ejercidos de forma indirecta a través de la estimulación de la producción de 
IGF-1 en el hígado (acción endocrina) y en tejidos periféricos (acción autocrina/paracrina) 
(Colao A et al. 2004). La vida media en suero de IGF-1 es más larga que la de GH por lo que 
IGF-1 facilita el crecimiento de tejidos en colaboración con GH y otros factores de crecimiento 
(Volterrani M et al. 2000) (Figura 5). 
El principal efecto de la GH es 
promover el crecimiento postnatal 
longitudinal. Esta acción promotora se debe a 
efectos pleiotrópicos de la hormona sobre el 
metabolismo y la diferenciación celular. Así, 
la GH regula el metabolismo de lípidos, 
carbohidratos, nitrógeno y minerales dentro de 
la célula (Kopchick JJ & Andry JM. 2000). La 
GH ejerce dos acciones opuestas sobre el 
metabolismo de carbohidratos. En primer 
lugar ejerce efectos similares a los de insulina 
que incluyen lipogénesis y estimulación del 
metabolismo de glucosa y aminoácidos 
(Casanueva FF. 1992). En segundo lugar presenta efectos anti-insulina, incluyendo lipólisis, 
hiperglicemia, e hiperinsulinemia. Los efectos anabólicos de la GH conducen a un aumento en 
la síntesis proteica y por tanto de la masa muscular (Corpas E et al. 1993). En cuanto a los 
efectos de la GH sobre la diferenciación celular, se ha visto que la hormona estimula la 
diferenciación de preadipocitos 3T3 a adipocitos (Morikawa M et al. 1982), y que participa en 
Figura 5. Acciones generales del eje GH/IGF1. La  
liberación pulsátil a la circulación de GH induce  
la producción de IGF-1, mediador de los efectos 
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el desarrollo y diferenciación de diversos tejidos como músculo, sistema nervioso, próstata y 
glándula mamaria (Sanders EJ & Harvey S. 2004) (Tabla 1). 
Por otro lado, también se ha comprobado que la GH juega un papel importante en el 
mantenimiento del sistema inmune (Kopchick JJ & Andry JM. 2000). Además, también tiene 
efectos positivos a nivel corporal en la resistencia muscular, capacidad reproductiva, 
propiedades de la piel, y funciones metabólicas (De Boer H et al. 1995).  
Viabilidad celular
Diferenciación celular
Tabla 1. Principales acciones orgánicas de la 
GH.





Efectos positivos a nivel corporal:
Resistencia muscular
Capacidad reproductiva
Propiedades de la piel
Mantenimiento del sistema inmune
Crecimiento postnatal longitudinal
Efectos generales de la GH
4.1. Efectos cardíacos del eje GH/IGF-1 
Como se cita en el apartado anterior, la relación existente entre GH/IGF-1 ha quedado 
demostrada en multitud de estudios experimentales. La GH actúa promoviendo la producción 
hepática de IGF-1 de forma que éste va a mediar los efectos de la GH en tejidos periféricos 
(Colao A et al. 2004). También se ha visto que GH estimula la síntesis del ARNm de IGF-1 
(Isgaard J et al. 1989). A nivel cardíaco, ambas hormonas participan en la regulación del 
crecimiento del corazón durante el desarrollo así como en el mantenimiento de su estructura 
(Colao A et al. 2001). La secreción de GH interviene de forma relevante en el desarrollo 
cardíaco postnatal, como se comprobó en un modelo de ratas hipofisectomizadas, donde la 
expresión en el corazón del ARNm de IGF-1 estaba disminuida. La administración exógena de 
GH fue capaz de revertir esta situación, aumentando los niveles proteicos de IGF-1 en el 
corazón mediante la estimulación de su producción por parte del miocardio (Flyvbjerg A et al. 
1991). Estos efectos desembocarían en un crecimiento del tejido por un mecanismo paracrino o 
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autocrino (Saccá L et al. 1994, Silverman BL et al. 1997, Volterrani M et al. 2000), aunque esto 
no descarta que IGF-1 pueda actuar como un factor endocrino, proveniente de la circulación 
sistémica (Saccá L et al. 1994). Otras evidencias de los efectos de GH e IGF-1 sobre el 
desarrollo cardíaco postnatal fueron la demostración de que GH e IGF-1 exógenos inducían una 
respuesta hipertrófica en ratas normales (Cittadini A et al. 1996), y que IGF-1 era capaz de 
aumentar el contenido de calcio intracelular y potenciar la sensibilidad al calcio de los 
miofilamentos de cardiomiocitos (Xu XP & Best PM. 1991). 
Por otro lado, no era del todo claro si los efectos a nivel miocárdico de la GH podían ser 
directos o mediados a través de IGF-1. A este respecto, ha quedado demostrado que la hormona 
de crecimiento es capaz de ejercer efectos directos sobre los cardiomiocitos a través de la unión 
a su receptor, y que dichos efectos son independientes de la acción de IGF-1 (Lu C et al. 2001). 
Estos autores demostraron que los efectos pro-hipertróficos de la GH sobre los cardiomiocitos 
son independientes de alteraciones en los niveles de IGF-1. 
Por tanto, los efectos de la GH sobre el miocardio están mediados tanto por mecanismos 
directos como indirectos (Saccá L et al. 1994, Silverman BL et al. 1997, Volterrani M et al. 
2000), siendo estos últimos derivados de la acción de IGF-1. Una evidencia que indicaría esto, 
es el hecho que los receptores de GH e IGF-1 se expresan en los cardiomiocitos. Los niveles de  
expresión del gen del receptor de GH son mayores en el miocardio que en muchos otros tejidos 
(Mathews LS et al. 1989).  
5. GH e hipertrofia cardíaca 
El eje GH/IGF-1 está involucrado en la intrincada serie de eventos conectados con la 
regulación del desarrollo e hipertrofia del corazón, regulando el crecimiento, función y 
estructura del mismo (Lombardi G et al. 1997, Isgaard J et al. 1999). Se ha demostrado como en 
modelos animales, una sobrecarga de presión y volumen inducía una sobrerregulación de la 
expresión del gen de IGF-1, de forma que estaría contribuyendo a un desarrollo de hipertrofia 
cardíaca (Hanson MC et al. 1993). Asimismo, también se ha comprobado como, bajo este 
estímulo, la expresión del ARNm del receptor de GH se ve aumentada seguido de un 
incremento en el mensajero de IGF-1 (Isgaard J et al. 1994). Un estudio realizado en el año 
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1993 por Ito H et al., representó la primera demostración de como IGF-1 causa hipertrofia 
miocitaria, incrementando el tamaño de cardiomiocitos cultivados y simultáneamente 
induciendo la expresión de genes específicos de músculo. Estudios realizados sobre cultivos 
primarios de cardiomiocitos han caracterizado la inducción por parte de IGF-1 de la vía 
JAK/STAT, al igual que ocurre con GH (Takahashi T et al. 1999). Cittadini A et al. (1996), 
demostraron que la administración de GH o IGF-1, o la combinación de ambas hormonas, a 
ratas adultas normales, inducía un aumento significativo del tamaño del ventrículo izquierdo sin 
desarrollo de fibrosis significativa. En concordancia con estos resultados, el trabajo de Duerr RL 
et al. (1995) observó que la administración subcutánea de IGF-1 a ratas, producía una 
hipertrofia ventricular izquierda significativa. Otro trabajo presentado por Grima D et al. (1998), 
comprobó la aparición de hipertrofia del ventrículo izquierdo tras inyección subcutánea de GH a 
ratas normales. Estos dos últimos trabajos además, demostraron de forma respectiva, que IGF-1 
y GH son capaces de inducir hipertrofia en el miocardio que permanece viable tras modelos 
experimentales de infarto.  
Este efecto hipertrófico de la GH podría tener relevancia clínica en el tratamiento de una 
patología cardíaca como la cardiopatía dilatada. Ésta se da como una respuesta adaptativa del 
corazón a distintos trastornos que ocurren en el mismo, como por ejemplo los derivados de 
hipertensión, infarto de miocardio, arritmias cardíacas, problemas endocrinos, etc. Así, se ha 
visto que la administración de GH a pacientes con cardiomiopatía dilatada producía una mejora 
en la fracción de eyección y un aumento en la masa del ventrículo izquierdo (Perrot A et al. 
2001). 
6. GH y contractilidad y viabilidad cardiomiocitaria 
Experimentos realizados in vitro muestran como la administración de dosis fisiológicas 
de IGF-1 son capaz de estimular la contractilidad de los cardiomiocitos (Hussain MA et al. 
1998). Incluso se ha planteado la hipótesis de que IGF-1 sea capaz de inducir proliferación y/o 
inhibir la apoptosis de cardiomiocitos dañados (Hussain MA et al. 1998). Sobre este aspecto 
inhibidor de IGF-1 se han publicado varios experimentos corroborándolo (Wang Y et al. 1998, 
Lee WL et al, 1999, Chen DB et al, 2000). Estos efectos beneficiosos sobre el corazón, han sido 
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también puestos de manifiesto en otros estudios desarrollados en ratas normales y ratas con 
infarto de miocardio inducido. En ambos modelos se ha determinado que GH e IGF-1, solas o 







Inducción de hipertrof ia 
miocitaria sin f ibrosis 
signif icativa 
Hipersecreción y 
def iciencia empeoran 
la función cardíaca
REGULADOR FISIOLÓGICO DEL MIOCARDIO Y SU RENDIMIENTO
Efectos a nivel cardíaco de la GH
Figura 6. La hormona de crecimiento se muestra como un modulador de la estructura y función cardíacas.
7. Exceso y deficiencia de GH y función cardíaca 
Se sabe que tanto la hipersecreción como la deficiencia de GH se caracterizan por un 
empeoramiento de la función cardíaca (Saccá L et al. 1994). La importancia de la GH en la 
regulación del crecimiento y funcionamiento cardíaco ha sido puesta de manifiesto los últimos 
años por los numerosos estudios realizados en estados donde la secreción de GH se presenta 
alterada. 
7.1. Exceso de GH 
La acromegalia, se define como la condición clínica caracterizada por un exceso de GH 
crónico causado por una secreción de GH no restringida, en la mayoría de los casos inducida 
por un adenoma somatotropo de la hipófisis (Melmed S. 1990). La acromegalia presenta una 
elevada prevalencia de anormalidades cardiovasculares, dándose una elevada mortalidad 
asociada. La principal anormalidad cardiovascular 
derivada de la acromegalia es la cardiomegalia que 
consiste en un alargamiento o estiramiento del corazón 
(Melmed S. 1990). Este aumento de tamaño del corazón 
se debe principalmente al desarrollo de una hipertrofia 
concéntrica del miocardio (Figura 7). Se caracteriza 
Figura 7. La acromegalia deriva en la 
cardiomegalia, caracterizada por la 
presencia de hipertrof ia miocárdica.
 33
Introducción Hormona de Crecimiento   
porque la masa del ventrículo izquierdo aumenta, mientras que las dimensiones del ventrículo 
permanecen dentro del rango normal. Son muchos los cambios que ocurren a nivel celular y 
subcelular en acromegalia. En un principio esta hipertrofia es una respuesta adaptativa a la 
acromegalia, que si persiste, pasará a ser maladaptativa dando lugar a insuficiencia cardíaca. La 
cardiomegalia suele ir acompañada de otros problemas como la hipertensión arterial, la cual 
afecta a uno de cada tres pacientes con acromegalia (Fazio S et al. 1993), y puede acelerar el 
desarrollo de hipertrofia cardíaca (Lopez-Velasco R et al. 1997). Otras complicaciones 
asociadas son enfermedad coronaria (CAD, coronary arteri disease), fibrosis intersticial, lo que 
producirá arritmias ventriculares que pueden llegar a causar la muerte, e insuficiencia cardíaca 
congestiva (Saccá L et al. 1994, Lombardi G et al. 1997, Silverman BL et al. 1997, Volterrani 
M et al. 2000). Por tanto se puede decir que la acromegalia presenta dos etapas, la primera se 
caracteriza por anormalidades morfológicas, y la segunda por anormalidades funcionales. Los 
principales cambios morfológicos que se dan en el corazón son un aumento de la masa 
ventricular y del grosor de la pared de ambos ventrículos, afectaciones de la válvula mitral y 
más frecuentemente aórtica, y dilatación de la cavidad. Entre las afectaciones funcionales, cabe 
destacar las ya mencionadas arritmias ventriculares, cuya frecuencia aumenta con la duración de 
la acromegalia y no se relaciona con los niveles circulantes de GH (Kahaly G et al. 1992). Los 
índices de función sistólica en pacientes acromegálicos en reposo son normales, mientras que el 
llenado diastólico es anormal, 
involucrando a ambos ventrículos 
(Morvan D et al. 1991, Fazio S et 
al. 1993). Por otro lado, el 
corazón acromegálico presenta un 
empeoramiento en la función 
cardíaca en esfuerzo debido a la 
disfunción diastólica (Fazio S et 






•Aumento de la masa 
ventricular
•Aumento del grosor de la 
pared de ambos ventrículos
•Afectaciones de las válvulas 
mitral y aórtica
•Dilatación de la cavidad 






Figura 8. Cambios morfológicos y funcionales 
derivados de enfermedad cardíaca acromegálica.
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Un dato curioso que se ha observado en acromegalia, es la escasa correlación entre la 
hipertrofia del corazón y los niveles circulantes de GH o IGF-1 (Savage DD et al. 1979). Lo que 
si se ha relacionado positivamente, es la asociación existente entre el grado de hipertrofia y la 
duración de la enfermedad (Saccá L et al.1994). 
El exceso de GH sobre el corazón va a tener una serie de consecuencia hemodinámicas 
mediadas tanto por mecanismos directos como indirectos. Estas consecuencias se deben al 
efecto de la GH sobre el crecimiento y contracción del tejido miocárdico, así como a cambios en 
la resistencia periférica y carga de volumen.  
Desde el punto de vista hemodinámico, la hipertrofia cardíaca se trata de una respuesta 
adaptativa del corazón con el fin de normalizar el estrés desarrollado sobre la pared debido a 
una sobrecarga crónica de trabajo (Grossman W et al. 1975, Sasayama S et al. 1976). Este hecho 
se daría en base a un aumento del grosor de la pared, compensando los efectos negativos de un 
aumento en la presión y volumen. Existen dos rasgos que caracterizan a la hipertrofia cardíaca 
en acromegalia. El primero sería el engrosamiento de la pared iniciado sin un aumento del estrés 
de la misma, y el segundo sería el proceso hipertrófico simultáneo que sufren ambos 
ventrículos. Ambos comprenderían los efectos de la GH sobre el miocardio. Existe una relación 
entre acromegalia e hipertensión, así, se ha visto que existe un mayor aumento de la masa 
ventricular en pacientes acromegálicos hipertensos que normotensos (Morvan D et al. 1991, 
Fazzio S et al. 1993). 
Existen varios estudios desarrollados en animales que sugieren que la hormona de 
crecimiento estimula la contractilidad (Penney DG et al. 1985, Timsit J et al. 1990, Mayoux E et 
al. 1993). Sin embargo, los datos existentes a este respecto determinados in vivo son muy 
escasos, por lo que las especulaciones sobre la GH y contractilidad están basadas en evidencias 
indirectas derivadas de la observación de la capacidad contráctil en acromegalia. 
Desde mediados de la década de los 80, se han desarrollando una serie de 
investigaciones que sugieren que el control terapéutico de la cardiopatía acromegálica supondría 
una disminución en la progresión de los desórdenes cardíacos derivados de ésta. En este punto 
ha jugado un papel muy importante el descubrimiento de un análogo de somatostatina, el 
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octreotide. Este péptido es capaz de inhibir la liberación de GH y suprimir el carácter pulsátil de 
la secreción de GH residual (Bauer W et al. 1982). Los efectos de la supresión de GH con 
octreotide sobre la disfunción cardíaca han sido estudiados, y los resultados disponibles 
muestran claramente un efecto favorable del octreotide (Giustina A et al. 1995). Por otro lado, 
por los datos existentes se puede decir que la hipertrofia cardíaca desarrollada por un exceso de 
GH puede ser corregida controlando a largo plazo la actividad normal de la GH. Sin embargo, 
los estudios desarrollados con este péptido han sido a corto plazo, lo que hace que no se pueda 
decir que a largo plazo este tratamiento corrija de forma completa la disfunción cardíaca 
existente en la cardiopatía acromegálica. 
De forma más reciente, se han desarrollado análogos de somatostatina de liberación 
lenta como el lanreotide. Este producto se ha visto que disminuye de forma significativa los 
valores medios de GH (Caron P et al. 1997), y mejora la función cardíaca en pacientes con 
acromegalia (Volterrani M et al. 2000). 
7.2. Deficiencia de GH 
La deficiencia  de GH (GHD) presenta un elevado índice de mortalidad. Las 
consecuencias que la GHD ejerce sobre el sistema cardiovascular dependen en gran medida de 
la edad a la que se padezca. Es decir, en período de desarrollo del corazón las repercusiones 
serán mayores comparado con las que pueda tener esta deficiencia en adultos, cuando el órgano 
está totalmente desarrollado (Volterrani M et al. 2000). Desde el punto de vista funcional, uno 
de los principales problemas que plantea esta deficiencia, es un empeoramiento de la función 
cardíaca, en particular existe un empeoramiento en la capacidad de realizar ejercicio, aunque 
dichos problemas pueden ser corregidos mediante tratamiento específico. Esto vendría a indicar 
que la GH esta desarrollando un importante papel en el mantenimiento fisiológico de la 
estructura y función cardíaca normales (Cittadini A et al. 1994). 
El tratamiento con la hormona a individuos GH deficientes puede prevenir el riesgo de 
desarrollar lesiones ateroscleróticas y por tanto minimizar el riesgo cardiovascular (Cuneo RC et 
al. 1993). Esto se demostró al observarse que la terapia con GH solventaba las alteraciones 
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básicas del metabolismo de lípidos, relacionadas con un incremento del riesgo cardiovascular 
(Cuneo RC et al. 1993). 
La deficiencia de GH también ha puesto de manifiesto el papel de la hormona en el 
mantenimiento fisiológico de la estructura y función cardíacas normales. Modelos 
experimentales mostraron como la hipofisectomía suponía una disminución en el tamaño del 
corazón, la cual podía ser revertida mediante la administración de GH (Beznak M. 1954, 
Hjalmarson A et al. 1969). Un seguimiento realizado sobre una serie de pacientes que 
desarrollaron GHD en la etapa prepuberal determinó que estos individuos presentaban una 
reducción evidente de la masa del ventrículo izquierdo y un marcado empeoramiento de la 
función sistólica de dicho ventrículo (Merola B et al. 1993, Amato G et al. 1993). Una terapia 
de reemplazamiento con GH tuvo como resultado la normalización de la masa del ventrículo 
izquierdo y una mejora significativa de la función cardíaca en reposo y durante ejercicio. Aquí 
queda demostrada la presencia de anormalidades cardíacas, tanto estructurales como 
funcionales, en pacientes adultos con inicio de la deficiencia de GH en la infancia.  Sin 
embargo, otros trabajos muestran como individuos con GHD iniciada en la madurez, presentan 
una masa ventricular izquierda  y una función cardíaca similar a los individuos sanos (Cuneo 
RC et al. 1991, Shahi M et al. 1992). Posteriormente, el grupo de Merola publicó un trabajo 
cuyos resultados muestran que la presencia de una deficiencia de GH duradera (GHD en 
infancia y en madurez) deriva en una disfunción sistólica y diastólica del ventrículo izquierdo, 
tanto en reposos como durante ejercicio, lo que sugiere que la GH en humanos está jugando un 
papel fisiológico en el mantenimiento del funcionamiento cardíaco normal (Lombardi G et al. 
1997). Estos resultados indicarían que en adultos jóvenes GHD, la edad de inicio de la 
deficiencia no sería tan clave en el desarrollo del daño cardíaco como la duración de esta 
pérdida de GH.  
8. GH y apoptosis 
La apoptosis es un proceso importante en la determinación de la morfología del corazón 
durante la etapa de desarrollo prenatal (James TN. 1994). Pero en el corazón adulto este papel 
no estaba muy claro. Hasta hace poco los cardiomiocitos se consideraban células totalmente 
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diferenciadas incapaces de dividirse y sufrir apoptosis. Hoy existen datos en la bibliografía que 
muestran la capacidad de estas células para replicarse así como para entrar en apoptosis 
(Anversa P & Kajstura J. 1998). Algunos autores apuntan hacia la idea de que un exceso de 
apoptosis cardiomiocitaria derivaría en una importante pérdida de estas células. Esto podría 
tener consecuencias sobre la evolución de la disfunción ventricular a insuficiencia cardíaca 
terminal, en cardiopatías como la isquémica o la hipertensiva (Anversa P et al. 1998). Hoy en 
día son muchos los trabajos que muestran la incidencia de la apoptosis de los cardiomiocitos en 
isquemia/reperfusión, infarto de miocardio, cardiopatía isquémica e insuficiencia cardíaca. 
Teniendo en cuenta los efectos cardíacos de la hormona de crecimiento citados 
anteriormente, parece claro que ésta desempeña un papel muy importante en el buen 
funcionamiento del sistema cardiovascular, siendo un regulador fisiológico fundamental del 
crecimiento del miocardio y de su rendimiento (Lombardi G et al. 1997). Por tanto, resulta 
lógico pensar que esta hormona pueda estar afectando al proceso apoptótico de alguna forma, y 
en consecuencia actuando como un regulador de la viabilidad del miocardio. 
Son varias las demostraciones de la acción de la GH sobre el proceso apoptótico en 
diversos tipos celulares. Estas demostraciones comprenden trabajos que hablan tanto de un 
efecto anti- como pro-apoptótico de la hormona (Tabla 2). En el año 1999, Costoya JA et al., 
demostraron en células HL-60 (células de leucemia humana), y en células CHO (células de 
ovario de hámster chino), como el tratamiento con GH era capaz de inhibir la muerte celular 
programada inducida por deprivación de suero. Otro trabajo presentado por Haeffner A et al.  
(1999), mostró un efecto beneficioso de la hormona sobre la apoptosis de monocitos mediada 
por Fas. El posterior trabajo presentado por Sirotkin AV & Makarevich AV (1999), demostró  
una disminución significativa de la incidencia de la apoptosis sobre células de granulosa bovina 
en cultivo. Este efecto era dependiente de la activación por parte de GH del sistema 
AMPc/proteína quinasa A. Un trabajo posterior del año 2000, desarrollado en la línea celular de 
ratón Ba/F3 (células pro B), mostró el efecto preventivo de la GH frente a apoptosis inducida 
por ausencia de interleuquina 3 (IL-3) y suero (Jeay S et al. 2000). Se comprobó que las propias 
células sintetizaban GH endógena, la cual actuaría mediante un mecanismo autocrino. Este 
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mismo año se publicó una nueva demostración del efecto anti-apoptótico de la GH sobre células 
intestinales (Mylonas PG et al. 2000). Este trabajo se basa en un método de inducción de 
apoptosis por daño celular mediado por radiación sobre la mucosa intestinal de ratas. Una 
demostración reciente de un efecto anti-apoptótico de la hormona de crecimiento ha sido 
publicada en el año 2003 por Segard HB et al. Estos autores analizaron el papel de la GH en 
mioblastos C2C12, y sugieren que estas células serían capaces de sintetizar GH endógena, la 
cual actúaría de forma autocrina regulando la supervivencia celular. Estas son algunas de las 
publicaciones existentes que relatan el efecto beneficioso de la hormona de crecimiento sobre el 
proceso de apoptosis, sin embargo actualmente son muchas más las demostraciones en este 
sentido, afectando a una importante variedad celular. 
Por el contrario a todos estos ejemplos de demostraciones de un efecto anti-apoptótico 
de la hormona de crecimiento, también existen datos en la bibliografía que reflejan un efecto 
pro-apoptótico por parte de la misma. Kiya T et al. (1999), presentaron un trabajo demostrando 
un efecto apoptótico de la GH sobre la luteolisis. La administración de GH inducía una 
luteolisis estructural, donde células apoptóticas aparecían entre células lúteas. Los autores 
sugieren que la inducción de apoptosis por parte de la hormona, a través de deficiencias en la 
mitosis celular, desencadenaría el proceso de luteolisis estructural. Por último comentar que en 
la bibliografía también se ha reflejado un estudio en que la GH no presenta ninguna incidencia 
sobre la apoptosis. En este trabajo se ha determinado el papel puede tener la administración de 
GH sobre células germinales de testículo bovino en cuanto al proceso de muerte celular 
programada (Santos RL et al. 1999). La administración de GH no incrementó la incidencia de 
apoptosis frente al grupo control, la localización de células germinales apoptóticas no difirió 
entre grupos. 
Induce luteolisis estructural
En células: HL-60, CHO,
Monocitos, Granulosa 
bovina, Ba/F3, Células 
intestinales, C2C12
Inhibe la producción 
de citoquinas
pro-inflamatorias
Tabla 2. Diversas evidencias muestran a la GH como un regulador de la viabilidad celular a 
través de acciones  anti y pro-apoptóticas.
Pro-apoptótico:Anti-apoptótico:
Modulador de la muerte celular por apoptosis
La GH es un regulador de la viabilidad celular
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Por todo lo expuesto anteriormente, nos planteamos la posibilidad de que los efectos 
beneficiosos de GH a nivel cardíaco estén mediados, al menos en parte, por una regulación por 
parte de la hormona sobre la viabilidad cardiomiocitaria. 
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                                                                                                                Objetivos Hormona de Crecimiento 
 
 El objetivo principal planteado en este trabajo ha sido: determinar si la hormona de 
crecimiento (GH) es capaz de ejercer un efecto protector frente a la apoptosis en 
cardiomiocitos. Para la consecución de este objetivo, se han planteado una serie de objetivos 
secundarios: 
1. Comprobar la idoneidad del modelo cardiomiocitario mediante el análisis de la 
funcionalidad del receptor de GH (GHR) en estas células. 
 
2. Analizar si la acción de GH en cardiomiocitos es directa o mediada por IGF-1.  
 
3. Identificar proteínas que puedan estar mediando el efecto de GH en cardiomiocitos. 
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1. Cultivos celulares 
1.1. Cultivo primario de cardiomiocitos neonatales  de rata 
La obtención de los cardiomiocitos se realizó a partir de corazones de neonatos de ratas 
Sprague Dawley de edad comprendida entre 24-48 horas. La razón por la que se utilizaron 
neonatos de esta edad es porque los cardiomiocitos presentan aún capacidad de división, lo que 
permite obtener células que se van a poder dividir una o dos veces tras la siembra.  
Los corazones extraídos se trocearon en pequeñas porciones y se mantuvieron en 
tampón Ads (6.8 g/l NaCl, 4.76 g/l HEPES, 0.12 g/l NaH2PO4, 1.0 g/l glucosa o dextrosa, 0.4 g/l 
KCl, 0.1g/l MgSO4, 0.0 2g/l rojo fenol pH 7.35) hasta su digestión. Las digestiones de los 
corazones se realizaron en una solución enzimática de composición: tampón Ads + Colagenasa 
(80 unidades/ml) + Pancreatina (0.6 mg/ml) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA). 
Se realizaron 5 digestiones. La primera de 30 minutos se desechó, las cuatro posteriores 
fueron de 20 minutos de las cuales se recoge el sobrenadante. El volumen utilizado de solución 


















Cada uno de los sobrenadantes se recogió, se le añadió un 10% de suero de ternera 
recién nacida (NCS), y se centrifugó a 1500 rpm durante 5 minutos a 23-25 ºC. El total de 
células obtenido se resuspendió en el medio de cultivo o Plating Media (DMEM, Medio 199, 
10% HS (suero de caballo), 5% FCS (suero fetal de ternera) o FBS (suero fetal bovino), 
antibiótico, fungizona y glutamina. 
Con el fin de aumentar la pureza del cultivo, se realizó una siembra diferencial durante 
2-3 horas sobre superficies de cultivo no tratadas con matriz extracelular. De esta forma, gran 
parte de los fibroblastos aislados se adhieren a la placa de cultivo mientras que los 
cardiomiocitos quedan en suspensión. 
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Posteriormente se recogió el medio de cultivo, se procedió al contaje celular, 
distinguiendo células vivas de células muertas mediante Tripan Blue, y se realizó la siembra a la 
densidad deseada en placas de cultivo tratadas con fibronectina. Al medio de cultivo se añadió 
el citostático arabinósido de citosina (AraC, 10 µM) (Citarabina, Pharmacia & Upjohn, 
Barcelona, España) con el fin de inhibir la proliferación de fibroblastos.  
1.2. Línea celular de ratón  HL-1 
 La línea celular de cardiomiocitos de ratón HL-1 es una donación del Doctor 
WC Claycomb (Lousiana S.U., Medical Center, N. Orleans LA). Estas células derivan de la 
línea tumoral de cardiomiocitos atriales AT-1. Las células HL-1 pueden ser pasadas en cultivo 
de forma seriada, y mantienen la habilidad de contraerse de forma espontánea, además de 
retener las propiedades morfológicas, bioquímicas y electrofisiológicas de un cardiomiocito 
diferenciado. Además, estas células se pueden mantener almacenadas en nitrógeno líquido, y 
posteriormente pueden ser descongeladas sin que varíe su fenotipo. Presentan un patrón de 
expresión genética similar al de un cardiomiocito adulto, ya que expresan la cadena pesada de la 
miosina-α cardíaca, α-actina cardíaca y connexina 43 (Claycomb WC et al. 1998).  
La utilización de métodos microscópicos, inmunohistoquímicos, electrofisiológicos y 
farmacológicos, ha permitido la caracterización de los cardiomiocitos HL-1 (Claycomb WC et 
al. 1998). Se ha comprobado que estas células presentan las estructuras sarcoméricas 
organizadas necesarias para la contracción, así como gránulos de péptido atrial natriurético 
(ANP) característicos de cardiomiocitos atriales. Son capaces de despolarizarse de forma 
espontánea y poseen los canales iónicos necesarios para la generación de los potenciales de 
acción. Además, las células presentan respuesta a agonistas ionotrópicos y cromotrópicos, lo 
que indica presentan la maquinaria necesaria para estas vías de señalización (Claycomb WC et 
al. 1998). 
Esta línea celular ha sido extensamente utilizada en estudios de biología cardíaca a nivel 
celular y molecular. Además de haber sido utilizada para estudios funcionales relacionados con 
señalización, regulación eléctrica, metabólica y transcripcional, esta línea también se ha usado 
para el estudio de condiciones patológicas tales como hipoxia, hiperglucemia-hiperinsulinemia, 
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apoptosis e isquemia reperfusión. Todos estos trabajos han sido revisados recientemente por 
White SM et al. (2004). Toda esta serie pone de manifiesto la idoneidad de este modelo celular 
para el desarrollo de estudios relacionados con la biología del corazón y en particular de los 
cardiomiocitos. 
El cultivo de las células HL-1 se realizó sobre superficies tratadas con la proteína de 
matriz extracelular fibronectina (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA), disuelta en una 
solución de gelatina 0.02%. Las células se mantuvieron en medio Claycomb (JRH Biosciences, 
Andover, Reino Unido) suplementado con 10% de FBS (suero bovino fetal) (Life Technologies 
Ltd. Poole, UK), noradrenalina 100µM (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA), L-
glutamina 2mM (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA), y penicilina 
(100U/ml)/estreptomicina (100µg/ml); a 37 ºC y 5% de CO2. El medió de cultivo se cambió 
cada 24 horas. 
Las células se mantuvieron en cultivo hasta alcanzar un 90-95% de confluencia sobre la 
superficie de cultivo, para posteriormente ser pasadas mediante la utilización de una solución de 
Tripsina-EDTA (1x). Para la realización de los ensayos se cultivaron hasta alcanzar un 80-90%, 
momento en el cual se realizó la deprivación en medio ExCell 320 parte A + ExCell 320 parte B 
(JRH Biosciences, Andover, Reino Unido) sin suero ni noradrenalina. 
2. Técnicas utilizadas 
2.1. Extracción de ARN mediante TRIzol® 
La extracción de ARN tanto de cultivos celulares como de tejidos se llevó a cabo 
utilizando el reactivo TRIzol® (Life Technologies Ltd. Poole, UK) siguiendo las indicaciones 
del fabricante. 
 Los volúmenes utilizados variaron en función de la cantidad de células, a partir de la 
cual se extrajo el ARN, y del tamaño de tejido utilizado. Por cada plato de cultivo de 3.5 cm de 
diámetro, y por cada 100 mg de tejido aproximadamente, se utilizó 1 ml de TRIzol®. 
 49
Material y Métodos Hormona de Crecimiento   
Células en monocapa: se añadió directamente sobre la capa celular 1 ml de reactivo. Ayudados 
de un émbolo de jeringa se lisaron las células arrastrándolo sobre la superficie de la placa de 
cultivo.  
Tejido: Las muestras previamente congeladas, se homogeneizaron de forma mecánica utilizando 
para ello un Polytron. Sobre el tejido aún congelado, se añadió el TRIzol® para ser sometido a 
varios ciclos de homogenización. El proceso se realizó en hielo para evitar la degradación del 
ARNm. 
A continuación, el lisado, tanto de células como de tejido, se transfirió a tubos de 
polipropileno donde se dejó incubar a temperatura ambiente durante 5-10 minutos. 
Posteriormente se añadieron 200 µl de cloroformo a cada muestra, se agitaron de forma 
vigorosa y se incubaron a temperatura ambiente durante 2-3 minutos. Las muestras se 
centrifugaron a 12000x g 15 minutos a 4ºC.  
Tras la centrifugación, las muestras se separaron en dos fases (acuosa y orgánica) de las 
cuales se recoge la acuosa (superior). Ésta se transfiriere a nuevos tubos de polipropileno donde 
se mezcla con 500 µl de isopropanol con el fin de precipitar el ARN. Se deja incubar 10 minutos 
a temperatura ambiente, y se centrifuga a 12000x g 10 minutos a 4 ºC. 
El sobrenadante se retiró y el ARN precipitado se lavó en 500-1000 µl de etanol al 75%-
DEPC (agua tratada con dietilpirocarbonato). El lavado se realizó mediante agitación de los 
tubos, para un a posterior precipitación de ARN centrifugando a 7500x g 5 minutos a 4 ºC. 
Por último, el sobrenadante se retiró, el ARN se secó y posteriormente se resuspendió 
en agua-DEPC libre de ARNasas. 
2.2. Tratamiento con DNAsas 
 El tratamiento se realizó mediante la incubación del ARN con DNAsa I (Life 
Technologies Ltd. Poole, UK) y ARNasa OUT (Life Technologies Ltd. Poole, UK) durante 2 
horas a una temperatura de 37 ºC. Se utilizaron por cada 5µg de ARN 20 unidades de DNAsa I 
y 20 unidades de ARNasa Out. Este tratamiento se realizó para evitar contaminaciones con 
ADN genómico. Pasadas las 2 horas de tratamiento, las enzimas se inactivaron incubando las 
muestras durante 5 minutos a 95 ºC en un bloque térmico. 
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2.3. Extracción fenol:cloroforno:alcohol isoamílico 
 Una vez realizado el tratamiento, se purificaron las muestras mediante una extracción 
fenol, cloroformo-isoamilalcohol. 
 Las muestras se llevaron a 200 µl con H2O DEPC y se les añadió un volumen igual de 
fenol. Se agitaron y centrifugaron a 14000 rpm 4 minutos a 4 ºC para separar la fase orgánica de 
la acuosa conteniendo el ARN. Se recogió el sobrenadante, se pasó a un tubo nuevo de 
polipropileno y se añadió un volumen igual de fenol:cloroformo:isoamilalcohol en proporción 
25:24:1. Se agitaron las muestras y centrifugaron a 14000 rpm 4 minutos a 4 ºC. Nuevamente se 
recuperó la fase acuosa a un tubo nuevo donde se mezcló con un volumen igual de 
cloroformo:isoamilalcohol 25:1. Las muestras se agitaron y centrifugaron a 14000 rpm 4 
minutos a 4 ºC. Se recuperó la fase acuosa y se transfirió a un nuevo tubo, para posteriormente 
añadir dos volúmenes de etanol 96% frío (-20ºC) y acetato sódico 3 M para obtener una 
concentración final de 0.3 M. La mezcla se dejó toda la noche a -80 ºC para precipitar el ARN. 
Transcurrido el tiempo de precipitación los tubos se centrifugaron a 14000 rpm 20-30 minutos a 
4 ºC, se eliminó el sobrenadante y se dejó secar el precipitado. Por último el ARN se 
resuspendió en agua DEPC. 
2.4. Retrotranscripción (RT) 
 La reacción de retrotranscripción se realizó en un volumen final de 30µl partiendo de 1 
o 2µg de ARNm. 
 El ARNm se retrotranscribió a ADN complementario (ADNc) mediante una incubación 
de 50 minutos a 37 ºC, 15 minutos a 42 ºC y 5 minutos a 95 ºC con 200 unidades de Moloney 
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT; Life Technologies Ltd. Poole, 
UK), 6µl de una mezcla de desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs, 10mM de cada dNTP), 6µl de 
tampón 5X (250 mM Tris-HCl pH 8.3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2; Life Technologies Ltd. 
Poole, UK), 1.5 µl de MgCl2 50 mM, 0.17 µl de una solución de cebadores inespecíficos (3 
µg/µl; Life Technologies Ltd. Poole, UK) y 0.25 µl de  inhibidor de ribonucleasas (RNAase 
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OutTM, 40 u/µl; Life Technologies Ltd. Poole, UK); la reacción se llevó al volumen final con 
agua.  
2.5. Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) 
 3 µl del ADNc obtenido en la retrotranscripción se amplificaron en la reacción de PCR 
utilizando unos cebadores específicos. 
Las condiciones utilizadas en la amplificación fueron las siguientes: 5 µl de tampón 
10X (200 mM Tris-HCl  pH 8.4 y 500 mM KCl; Life Technologies Ltd. Poole, UK), 1.5 mM de 
MgCl2, 0.2 mM de cada dNTP, 150 ng de cada cebador (sentido/antisentido) y 1.25 U de Taq 
DNA Polymerase (Life Technologies Ltd. Poole, UK). El volumen final de reacción se 
completo hasta 50 µl con agua. 
Los cebadores utilizados en cada una de las reacciones, así como las condiciones de 
amplificación de los mismos quedan reflejadas en las Tablas 1 y 2 respectivamente. 
Los productos de PCR fueron separados en geles de agarosa cuyo porcentaje varió entre 
1-2% en función del tamaño de fragmento a separar, teñidos con bromuro de etidio y 
visualizados en un Typhoon 9410 Documentation System (Amersham Biosciences Europe 
GmbH, Freiburg, Alemania). 
2.6. Unión específica ligando-receptor (GH-GHR) en células HL-1 
 Para llevar acabo este ensayo, 5x105 células HL-1 fueron sembradas en platos de 6 
pocillos. Por cada punto del ensayo se sembraron dos pocillos para la realización del 
experimento por duplicado, excepto para los puntos de unión total (TB) y unión no específica 
(NSB). Las células se mantuvieron en medio Claycomb completo hasta que alcanzaron una 
densidad superior al 80%. Tras esto se deprivaron de suero durante 4 horas en medio ExCell A 
+ B.  
Posteriormente las células se incubaron durante toda la noche a 4 ºC en 1ml de tampón 
PBS conteniendo 0.1% de BSA (albúmina bovina sérica), 105 cpm/ml de GH recombinante 
humana marcada con  125I ([125I]hGH), y concentraciones crecientes de la hormona hGH sin 
marcar (hormona fría). 
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De esta forma se consiguió una competencia entre la hormona marcada y la fría por los 
sitios de unión al receptor, donde la hormona fría fue desplazando a la marcada a medida que se 
añadieron concentraciones crecientes de la primera. Las concentraciones de GH fría fueron: 1 
ng/ml, 5 ng/ml, 7.5 ng/ml, 20 ng/ml, 75 ng/ml, 100 ng/ml y 3 µg/ml. 
Unión total (TB): no se añade hormona fría por lo que toda la marcada se va a unir. 
Unión no específica: se añade una concentración saturante de hormona fría que desplaza por 
completo a la marcada, de forma que la unión que se produzca de ésta será inespecífica 
 Tras incubar las células durante toda la noche, éstas fueron mantenidas en todo 
momento sobre hielo, y lavadas 4 veces con tampón PBS frío. Una vez realizados los lavados, 
se lisaron las células en 1ml de 0.1 M NaOH  pasando reiteradas veces el lisado por la punta de 
pipeta. 
La radiactividad asociada a cada uno de los lisados se midió en un contador-γ. El 
análisis de los resultados obtenidos se realizó mediante la utilización del programa Ligand 
(Munson PJ & Rodbard D. 1980). 
2.7. Inmunoprecipitación y Western Blot 
Esta técnica permitió analizar la activación de distintas proteínas ubicadas en la vía de 
señalización de la hormona de crecimiento: GHR, JAK2, STAT5, p38 MAPK. 
Para ello se sembraron un total de 3x106 células HL-1 en placas de 100 mm de diámetro. 
Una vez pegadas, y tras la serodeprivación de 4 horas en medio DMEM (Sigma Chemical Co. 
St. Louis, MO, USA) o ExCell A+B, se realizaron los tratamientos con GH recombinante 
humana (Saizen, Serono, Madrid, España). Los tratamientos se realizaron a la dosis de 1 µg/ml 
durante 5, 15 y 30 minutos, para la posterior detección de la activación de GHR; y durante 15 y 
30 minutos para el análisis de la activación de JAK2 y STAT5.  
En el caso del estudio de p38 MAPK, los tratamientos consistieron en un pretratamiento 
con GH (1 µg/ml) durante 12 horas, en medio ExCell A+B (JRH Biosciences, Andover, Reino 
Unido) sin suero, antes de la incubación de las células con el citostático AraC (100 µM) 
(Citarabina, Pharmacia & Upjohn, Barcelona, España) durante 24 horas. Este tratamiento con 
AraC se utilizó como método de inducción de apoptosis en cardiomiocitos HL-1 (Geller HM et 
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al. 2001). El citostático tiene un efecto inhibidor de la proliferación celular de forma que las 
células entran en apoptosis. 
Transcurrido el tiempo de tratamiento la reacción se detuvo colocando las placas de 
cultivo sobre hielo y lavando las células con PBS frío (4-8 ºC). Se retiró el tampón y se procedió 
al lisado celular añadiendo 500 µl de solución de lisis (1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl, 150 
mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM NaVO4, 250 mM NaF, 30 mM Pirofosfato 
sódico, 0.5 M EDTA, 10 µg/ml aprotinina, 10 µg/ml leupeptina). Para facilitar la lisis se raspó la 
superficie de la placa de cultivo. 
Los lisados se transfirieron a tubos de polipropileno y se incubaron en hielo durante 15-
20 minutos. Pasado ese tiempo, se centrifugaron a 14000 rpm 20 minutos a 4 ºC. En el caso del 
estudio de STAT5, las células fueron sometidas a un proceso de sonicado previo a la 
centrifugación. El fin fue romper las membranas nucleares y las uniones entre proteína y ADN, 
ya que STAT5 es un factor de transcripción que se une al ADN para regular la expresión génica. 
Este proceso se realizó metiendo las muestras en el sonicador con una mezcla de agua-
hielo para evitar el calentamiento de las mismas. El sonicador se dejó actuar durante 10 
minutos. Transcurrido el tiempo se agitaron las muestras, se dejaron reposar en hielo entre 15-
20 minutos, y se centrifugaron a 15000-18000 rpm 25 minutos a 4 ºC. 
Tras centrifugar, el sobrenadante se transfirió a tubos nuevos y se realizó la 
cuantificación de la proteína mediante el método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay. Bio-Rad 
Laboratories GmbH, Heidemannstrabe, Munchen). Consiste en un método colorimétrico que a 
partir de una recta estándar preparada con una proteína de concentración conocida, permite 
extrapolar la cantidad de proteína de las muestras, enfrentando las absorbancias que 
determinamos en el espectrofotómetro (595 nm) frente a las concentraciones conocidas de la 
recta. Las concentraciones utilizadas en la recta fueron 2.5 µg/ml, 5 µg/ml, 10 µg/ml, 15 µg/ml, 
20 µg/ml y 25 µg/ml, y la proteína utilizada albúmina de suero bovina (BSA). 
A continuación se realizó la inmunoprecipitación de la proteína utilizando Proteína 
Sepharosa (30 µl por cada muestra). Para ello la noche previa al experimento el volumen de 
sepharosa deseado se lavó tres veces en PBS frío, se resuspendió en PBS (entre 50-100 µl por 
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muestra) y se le añadió el anticuerpo (GHR; JAK2, Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, 
USA; STAT5, Santa Cruz Biotechnology, Delaware, CA, USA), 1µg por muestra. La mezcla se 
dejó rotando toda la noche a 4 ºC en un agitador orbital, para favorecer el conjugado entre la 
proteína sepharosa y el anticuerpo. 
Al día siguiente, el conjugado se lavó 3 veces en PBS y se resuspendió en la solución de 
lisis. Volúmenes iguales del conjugado se mezclaron junto con la cantidad de proteína deseada 
obtenida de los lisados celulares. La mezcla se dejó incubando toda la noche a 4 ºC en un 
agitador orbital para favorecer la unión entre el anticuerpo y la proteína a reconocer. 
Realizada la inmunoprecipitación, las muestras se centrifugaron 3 minutos a 14000 rpm 
4 ºC y se desechó el sobrenadante. Posteriormente la mezcla de sepharosa + anticuerpo + 
proteína se lavó 3 veces con una solución de lavado, que consiste en la solución de lisis pero sin 
los inhibidores de proteasas (500 µl), se centrifugó a 14000 rpm 3 minutos y se retiró el 
sobrenadante. Este proceso se repitió dos veces más.  
Por último, se resuspendieron las muestras en tampón de electroforesis (1x) con β-
mercaptoetanol para desnaturalizar las muestras hirviéndolas durante 5-10 minutos. Este 
proceso permite la separación de la proteína del conjugado de sepharosa, además de la pérdida 
de la estructura tridimensional de la proteína dando lugar a proteína lineal. 
Las muestras se separaron en un gel de electroforesis 10% SDS-PAGE (10% 
acrilamida, 0.375 M Tris pH 8.8, 0.1% SDS, 0.1% Amonipersulfato y Temed) a 90 voltios 
durante aproximadamente 2.5 horas. A continuación, la proteína se transfirió a membranas de 
nitrocelulosa (BioRad Laboratorios, Hercules, CA, USA) durante 1 hora a 250 mA, que fueron 
posteriormente incubadas para su bloqueo durante 1 hora en TBS-T (50 mM Tris-HCl, 200 mM 
NaCl  y 0.1% Tween 20) con 4% BSA. 
 Seguidamente, las membranas se incubaron durante 1 hora con TBS-T conteniendo 1% 
BSA y un anticuerpo anti-fosfotirosina (α-pTyr, Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, 
USA), que reconoce los residuos proteicos fosforilados en tirosina. Tras la incubación con el 
primer anticuerpo se lavaron las membranas durante 1 hora en TBS-T, y se incubaron otra hora 
con TBS-T con 1% BSA y con anticuerpos secundarios anti-IgG conjugados con peroxidasa 
 55
Material y Métodos Hormona de Crecimiento   
(Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Alemania). Se volvió a lavar las membranas 
y por último se visualizó la proteína utilizando un sistema de detección quimioluminiscente 
ECL (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Alemania). Las superficies de las 
membrana secas, donde están las proteínas, se pusieron en contacto con el reactivo ECL durante 
1 minuto (mezcla 1:1 del reactivo 1 y 2), lo que produjo una señal quimioluminiscente que 
quedó impresa sobre placas de autorradiografía al introducir las membranas en un cassette de 
autorrevelado. 
Para la realización de un control de carga entre las distintas calles, las membranas se 
incubaron con los anticuerpos utilizados anteriormente para la inmunoprecipitación: α-GHR, α-
JAK2 y α-STAT5. 
Las membranas se limpiaron de los anticuerpos unidos anteriormente, para lo que se 
utilizó una solución denominada “Stripping” (100 mM β-mercaptoetanol, 2% SDS  y 62.5 mM 
Tris pH 6.7). Se realizó una incubación de las membranas con la solución en un baño a 55 ºC 
durante 30 minutos con agitación ocasional, para favorecer la desunión entre las proteínas 
fijadas a la membrana y los anticuerpos que las reconocen. 
El paso siguiente fue bloquear de nuevo las membranas en TBS-T con 4% de BSA 
durante 1 hora, e incubarlas con los anticuerpos α-GHR (0.1 µg/ml), α-JAK2 (1/2500), α-
STAT5 (1/1000) diluidos en TBS-T con 1% BSA durante 1 hora. A continuación se lavaron en 
TBS-T y se incubaron otra hora con el anticuerpo secundario anti-IgG conjugado con 
peroxidasa. Pasada la hora se lavaron nuevamente y se realizó el revelado con ECL como se 
describió anteriormente. 
En el caso del estudio de p38 MAPK, el protocolo de Western Blot utilizado fue el 
mismo que el descrito anteriormente excepto la inmunoprecipitación, que no se realizó. 
Brevemente, tras la lisis se cuantificó la proteína total y directamente se separó en geles de 
acrilamida, para la posterior transferencia a membranas de PVDF (Amersham Biosciences 
Europe GmbH, Freiburg, Alemania) e incubación con los anticuerpos. Primeramente se incubó 
con un anticuerpo anti-fosfotirosina (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA), y a 
continuación con un anticuerpo anti-p38 MAPK (1:200) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, 
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USA), de forma que se determinó el estado de fosforilación de la proteína con los distintos 
tratamientos. 
2.8. Técnicas para la detección de apoptosis 
2.8.1. Citometría de flujo 
 Esta técnica permitió realizar un análisis del ciclo celular de la línea de cardiomiocitos 
HL-1 tras su tratamiento con GH. El objetivo fue determinar el efecto de la GH sobre la 
apoptosis inducida por AraC, así como el papel de la fosfatasa calcineurina en este efecto, 
mediante la utilización de inhibidores específicos de la misma (ciclosporina A y FK-506) 
(Kakita T et al. 2001). 
Para ello 106 células sembradas en flask de 25 cm2 se  deprivaron de suero durante 12 
horas en medio ExCell A+B (JRH Biosciences, Andover, Reino Unido). Durante este período, 
las células estuvieron en presencia o ausencia de 1 µg/ml de GH, y en presencia o ausencia de 
ciclosporina A (3 µM) + FK-506 (150 ng/ml), inhibidores específicos de la fosfatasa 
calcineurina. Posteriormente se realizó el tratamiento durante 24 horas con el agente pro-
apoptótico AraC a una dosis 100 µM.  
Los inhibidores de la fosfatasa calcineurina permitieron determinar si un posible efecto 
de la GH sobre la apoptosis cardiomiocitaria, podría ser a través de la vía de señalización de esta 
proteína. 
Transcurrido el tiempo de tratamiento, las células se despegaron de la superficie de 
cultivo utilizando una solución de tripsina-EDTA (Life Technologies Ltd. Poole, UK), se 
recogieron en 10 ml de medio DMEM con 10% de FBS, y se centrifugaron a 1500 rpm 5 
minutos a 23-25 ºC. A continuación el pellet celular se disgregó y lavó en 1ml de tampón PBS, 
y las células se fijaron en paraformaldehido al 4% durante 10 minutos. Una vez fijadas se 
incubaron toda la noche en etanol al 70% frío a -20 ºC. Al día siguiente las células se 
centrifugaron a 1500 rpm 5 minutos a 23-25 ºC, se retiró el sobrenadante y se resuspendieron en 
1ml de una solución de PBS con 1 mg/ml de ARNasa y 5 µg/ml de ioduro de propídio, donde se 
dejó incubando 1 hora. El ioduro de propídio se intercala entre el ADN, lo que permite 
determinar la cantidad y calidad del ADN presente en la célula en dicho momento, así como la 
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clasificación de éstas en las distintas fases del ciclo celular. Tras la incubación, la suspensión 
celular se analizó por citometría de flujo en un FACSCALIBUR (Becton & Dickinson, San 
José, CA, USA), utilizando el programa Cell Quest. La apoptosis se determinó como el 
porcentaje de ADN en el pico hipodiploide (sub-G0/G1). 
2.8.2. Análisis de la fragmentación del ADN por electroforesis o “DNA ladder” 
 Este ensayo permitió determinar la presencia o no de apoptosis en cardiomiocitos 
neonatales de rata en cultivo primario. La inducción de la apoptosis en este modelo celular 
consistió en la deprivación de suero durante 48 horas en medio DMEM. Para estudiar el efecto 
de la GH sobre la apoptosis inducida, las células se mantuvieron durante 36 horas en cultivo, 
tiempo tras el que se deprivaron de suero durante 48 horas en presencia o ausencia de 1 µg/ml 
de GH recombinante humana (Saizen, Serono, Madrid, España). 
 Para este ensayo se utilizaron 5x105 células por tratamiento, sembradas sobre placas de 
6 pocillos. Pasado el tiempo de estimulación, las células se lavaron en PBS, se transfirieron a 
tubos de polipropileno de 1.5 ml, y se centrifugaron a 3000 rpm 2 minutos. A continuación el 
precipitado celular se lisó en aproximadamente 150 µl de solución de lisis (Tris-HCl 50 mM pH 
7.5, EDTA 10 mM pH 8.0 y 0.1% (p/v) SDS), posteriormente se añadieron 300 µg de proteinasa 
K (Life Technologies Ltd. Poole, UK), y se dejó incubar los lisados a 65 ºC durante 30 minutos. 
Transcurrido este tiempo el ADN se desproteinizó mediante una extracción fenol, 
fenol:cloroformo y cloroformo según se describió en el apartado “Extracción 
fenol:cloroforno:alcohol isoamílico”. El ADN se precipitó con 3 M acetato sódico pH 5.3, se 
lavó con etanol 70%, se secó al aire y se resuspendió en una solución acuosa con 0.1 mg/ml de 
ARNasa A (Life Technologies Ltd. Poole, UK).  
 La electroforesis se realizó cargando 2 µg de ADN por calle en geles del 1% de agarosa 
en tampón 0.5x TBE (45 mM Tris-HCl pH 8.0, 45 mM ácido bórico, 1 mM EDTA pH 8.0) 
durante aproximadamente 90 minutos a 90-100 voltios. Tras la electroforesis, los geles se 
tiñeron en agua con bromuro de etídio durante 5 minutos, se lavaron en agua durante 15-20 
minutos y se examinaron y fotografiaron bajo luz ultravioleta. 
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2.8.3. Ensayo TUNEL 
 Este ensayo se realizó para determinar la apoptosis en cardiomiocitos neonatales de rata 
y en células HL-1. En el primer caso, los cardiomiocitos neonatales se deprivaron de suero 
durante 48 horas en medio DMEM. Durante este tiempo, las células se mantuvieron en 
presencia o ausencia de GH a una dosis de 1 µg/ml. En los ensayos con la línea HL-1, las 
células se mantuvieron durante 12 horas en medio de serodeprivación ExCell A+B (JRH 
Biosciences, Andover, Reino Unido). Durante este período estuvieron en presencia o ausencia 
de 1 µg/ml de GH, y en presencia o ausencia de un anticuerpo anti-IGF-1 (10 µg/ml) (Santa 
Cruz Biotechnology, Delaware, CA, USA), capaz de bloquear la acción de IGF-1 (Baixeras E et 
al. 2001). A continuación, se trataron durante 12 horas a una dosis 100 µM del agente pro-
apoptótico AraC. 
 La utilización del anticuerpo anti-IGF-1 permitió determinar si el posible efecto de la 
GH sobre la apoptosis de los cardiomiocitos, era directo o mediado por IGF-1.  
 Para realizar el experimento, 2x104 células se sembraron sobre cubreobjetos situados en 
los pocillos de placas de 24 tratados con fibronectina. Transcurrido el tiempo de tratamiento, los 
cubreobjetos se recogieron y se lavaron con tampón PBS. A continuación las células se 
incubaron durante 2 horas con la solución de marcaje en una cámara húmeda dentro del 
incubador de células. La solución de marcaje utilizada pertenece a In Situ Cell Death Detection 
Kit (Fluoresceina) (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, USA), y consistió en una 
polimerasa diluida en un tampón en presencia de nucleótidos marcados con fluoresceína. Este 
enzima es capaz de polimerizar nuevo ADN a partir de las partes terminales de los fragmentos 
presentes en la célula apoptótica. De esta forma, cuanto mayor sea el grado de apoptosis, más 
extremos terminales aparecen y mayor será la fluorescencia incorporada. Para la incubación se 
colocaron 10 µl de la solución de marcaje sobre parafilm situado encima de papel húmedo 
dentro de una placa de cultivo (cámara húmeda). En contacto con la solución se colocó la cara 
de los cubreobjetos sobre la que se sembraron las células y se dejó incubar. Posteriormente se 
recogieron los cubreobjetos, se lavaron en PBS, 3 lavados de 5 minutos, y se fijaron las células 
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durante 4 minutos en paraformaldehido sobre hielo. Nuevamente se realizaron 3 lavados de 5 
minutos en PBS. Por último se pasaron por etanol, se secaron y se montaron sobre portaobjetos 
utilizando pegamento para inmunofluorescencia. Los portaobjetos se visualizaron utilizando un 
microscopio de fluorescencia Olympus X-FLA (Olympus Optical, Hamburg, Alemania). 
2.8.4. Tinción vital Hoechst 
La tinción vital Hoechst 33258 (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) está basada 
en la incorporación de éste colorante al núcleo celular. La entrada de una célula en apoptosis 
supone una serie de cambios morfológicos entre los que está una alteración de la estructura 
nuclear y cambios en la condensación del ADN. En función de si la célula está sufriendo o no 
apoptosis, la condensación de la cromatina tendrá lugar o no, y la incorporación de la tinción 
será mayor o menor. Así, los núcleos apoptóticos se teñirán de azul brillante, mientras que los 
no apoptóticos de azul pálido. Esto depende del agente colorante bisbenzidina, que se introduce 
en el ADN entre las bases adenina-timina, y que al ser observado bajo luz ultravioleta confiere 
un color azul brillante al núcleo celular apoptótico. 
 Esta técnica se aplicó tanto a cultivo primario de cardiomiocitos de rata como a la línea 
celular HL-1. En el primer caso, los cardiomiocitos neonatales se deprivaron de suero durante 
24 y 48 horas en medio DMEM. Durante estos tiempos, las células se mantuvieron en presencia 
o ausencia de GH a una dosis de 1 µg/ml. Por otro lado, los cardiomiocitos HL-1 se deprivaron 
de suero durante 12 horas en medio ExCell A+B (JRH Biosciences, Andover, Reino Unido). 
Durante este período estuvieron en presencia o ausencia de 1 µg/ml de GH, y en presencia o 
ausencia de ciclosporina A (3 µM) + FK-506 (150 ng/ml) (Calbiochem, La Jolla, CA, USA). A 
continuación, se realizó la administración de AraC durante 24 horas, a una dosis 100 µM. 
Para ello, 104 células de cultivo primario y HL-1 se sembraron sobre placas de 24 
pocillos. Finalizados los tiempos de tratamiento las células se incubaron con la solución 
Hoechst 33258 (5 mM) durante 45 minutos a 37 ºC dentro del incubador de células, en un 
volumen de 250 µl de medio DMEM o ExCell A+B, dependiendo del tipo celular, junto con 
tampón HEPES pH 7.8 a una concentración final 20 mM. Éste permite permeabilizar las 
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membranas celulares y la incorporación por lo tanto de la tinción. Los pocillos se lavaron dos 
veces con PBS (500 µl) y se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 30 minutos en 
oscuridad. Tras esto las células se visualizaron utilizando un microscopio de fluorescencia 
Olympus X-FLA (Olympus Optical, Hamburg, Alemania). 
2.9. Ensayo de proliferación MTT 
 Este ensayo permite determinar la actividad metabólica de las células en función de una 
reacción colorimétrica. Para ello se utiliza el MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-y1]-2,5-
difeniltetrazolium bromide) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA), una sal de color 
amarillo que la célula metaboliza mediante acción de la deshidrogenasas mitocondriales. La 
metabolización de esta sal supone la formación de unos cristales denominados formazan que 
presentan un grupo diazónico que absorbe la luz a 550 nm. La metabolización de MTT a 
formazan solo va a tener lugar en las células vivas, y supone un cambio de color de amarillo a 
violeta. La solubilización de los cristales de formazan resultará en una solución coloreada que 
puede ser analizada mediante un espectrofotómetro. Un incremento en el número de células 
vivas supone un aumento en la actividad total de las deshidrogenasas mitocondriales. Este 
aumento se correlaciona directamente con la cantidad de formazan violeta formado. 
 Realizado sobre la línea celular HL-1. Este ensayo trató de determinar la existencia de 
un posible efecto de la administración de los inhibidores de calcineurina sobre la proliferación 
de los cardiomiocitos.  
 Los cardiomiocitos HL-1 se deprivaron durante 12 horas en medio ExCell A+B. 
Transcurrido este tiempo, las células se trataron durante 48 horas con 10% de FBS, con la 
mezcla de inhibidores de calcineurina ciclosporina A (3 µM) y FK-506 (150 ng/ml), o con la 
mezcla de inhibidores y un 10% de FBS.  
Para el desarrollo del ensayo, 104 células HL-1 se sembraron en placas de 96 pocillos 
para alcanzar una densidad de 85-90%. Cada uno de los puntos del experimento se sembró por 
triplicado, es decir, tres pocillos por tratamiento realizado. Transcurridas las 12 horas de 
serodeprivación, se trataron las células. El volumen de tratamiento fue de 100 µl por pocillo. 4 
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horas antes de la conclusión de los tratamientos, 10 µl de la sal MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-
y1]-2,5-difeniltetrazolium bromide) se añadieron a cada uno de los pocillos, de forma que la 
concentración final de la sal fue de 0.5 mg/ml (Stock: 5 mg/ml). Se dejó incubar dentro del 
incubador de células a 37 ºC hasta que se cumplió el tiempo de tratamiento estipulado. En ese 
momento se añadieron 100 µl de agente solubilizante (SDS 10% en una solución de HCl 0.01 
M), y se dejó en el incubador durante toda la noche. Al día siguiente, se determinaron los 
valores de absorbancia mediante la lectura en un lector de ELISA a una longitud de onda de 
550nm. 
2.10. Radioinmunoensayo de IGF-1 
 Los niveles de IGF-1 se determinaron en los medios de cultivo obtenidos del cultivo de 
células HL-1. Estos medios pertenecen a células deprivadas de suero durante 12 horas y tratadas 
con AraC (100 µM) durante otras 12 horas. Para testar el efecto de la GH sobre la secreción de 
IGF-1 por parte de los cardiomiocitos, un grupo de células se pretrató 12 horas con GH antes 
del tratamiento con AraC. La determinación de los niveles de IGF-1 se realizó mediante la 
utilización de un kit de radioinmunoensayo (DRG Diagnostics, Marburg, Alemania) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. 
Previamente a la realización del ensayo se hizo una extracción de las muestras según el 
protocolo del kit. Por cada muestra se pipetearon en un tubo de polipropileno 50 µl a los que se 
les añadió 200 µl de la solución de extracción. Los tubos se agitaron e incubaron durante 30 
minutos a temperatura ambiente. A continuación se centrifugaron a más de 10000 rpm 3 
minutos a 25 ºC. El sobrenadante se pasó a un nuevo tubo donde se mezcló con 500 µl de la 
solución de neutralización. Esta muestra neutralizada es la que se usó en el ensayo. 
 Los estándares son concentraciones crecientes de la proteína que van desde una 
concentración de 160 ng/ml hasta 4000 ng/ml. Con los valores de radiactividad obtenidos de 
estos puntos, se construyó la curva a partir de la cual determinar las concentraciones de IGF-1 
en los medios de cultivo; mediante interpolación de los valores obtenidos de las muestras. Los 
controles utilizados por el kit son 2, uno con elevados niveles de IGF-1 y otro de niveles bajos. 
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Estos controles nos permiten determinar la eficiencia del ensayo, ya que los valores que se 
obtienen a partir de ellos tienen que estar dentro de un rango determinado por el fabricante. 
 Protocolo del ensayo: Cada uno de los puntos del ensayo se realizó por duplicado. A 
continuación mostramos un esquema de todos los puntos que incluyeron en el ensayo con las 








Cuentas totales (TC)  100 µl   
Unión no específica 
(NSB) 
150µl 0 ng/ml 
Estándar IGF-1 
100 µl  1 ml 
Estándares 50 µl Estándares 100 µl 100 µl 1 ml 
Controles 50 µl Controles 100 µl 100 µl 1 ml 
Muestras (medio de 
cultivo) 
50 µl Muestra 100 µl 100 µl 1 ml 
  
En la primera parte del ensayo se mezclaron 50 µl de los estándares, controles y 
muestras con 100 µl del reactivo IGF-1 [I-125]. A los puntos TC solo se le añadieron los 100 µl 
del reactivo IGF-1, mientras que a los puntos NSB se les añadieron 150 µl del estándar 0 ng/ml 
con 100 µl del reactivo IGF-1. A continuación, a todos los puntos, excepto a los TC y NSB, se 
les añadieron 100 µl del antisuero IGF-1. La mezcla se agitó y se dejo incubar toda la noche a 
temperatura ambiente. 
Al día siguiente se añadió 1 ml del reactivo de precipitación a todos los tubos excepto a 
los TC. Los tubos se agitaron y se incubaron durante 20 minutos a 25 ºC. Por último se 
centrifugaron todos los tubos, excepto los TC, a 1500x g 20 minutos, y se decantaron (los TC 
no) por inversión. La radiactividad asociada se cuantificó en un contador gamma. 
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3. Análisis estadístico 
Los resultados obtenidos en este trabajo se expresaron como medias ± desviaciones 
estándar media (SEM). 
Las diferencias estadísticamente significativas fueron determinadas mediante ANOVA 
seguido de un test de comparaciones múltiples. Un valor de P menor de 0.05 (p<0.05) se 
consideró significativo. 
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Tabla 1: Secuencias de los cebadores utilizados en la PCR, y tamaños de amplificación de 
los productos obtenidos. 
 
 
Producto Desnaturalización Hibridación Extensión Ciclos Extensión final 
GHR 94º/1min 68º/1min 72º/1min 35 72º/10min 
β-actina 94º/1min 68º/1min 72º/1min 35 72º/10min 
IGF-1 clase    
1-1del 95º/1min 55º/1min 72º/2min 32 72º/10min 
IGF-1 clase II 95º/1min 55º/1min 72º/2min 32 72º/10min 
GAPDH 95º/1min 55º/1min 72º/2min 32 72º/10min 
 
Tabla 2: Condiciones de PCR utilizadas para cada pareja de cebadores. 
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1. Expresión del receptor de GH (GHR) por cardiomiocitos en cultivo primario, y unión 
ligando-receptor en cardiomiocitos HL-1 
 La expresión del receptor de GH se analizó en cultivo primario (CP) de cardiomiocitos 
neonatales de rata mediante RT-PCR, y en la línea celular HL-1 mediante unión específica 
ligando receptor. 
 Los resultados obtenidos mediante RT-PCR mostraron que las células en cultivo 
primario expresan niveles de ARNm del receptor similares a los observados en corazón de rata 
adulta. El tejido utilizado como control positivo fue el hígado, ya que es donde se encuentran 
los mayores niveles del receptor de GH. Esto permitió comprobar como la expresión del 
receptor en cultivo primario de cardiomiocitos es elevada (Figura 1A). El control interno de la 
reacción utilizado fue el gen de β-actina. Permite determinar que los niveles de expresión 
encontrados no se deben a diferencias de carga. 
 Mediante el análisis scatchard se estudiaron las características de la unión entre la GH y 
su receptor en células HL-1. La utilización de concentraciones crecientes de hormona que van a 
competir con la hormona marcada por los sitios de unión al receptor, permitió generar una curva 
de competición a partir de la cual se determinaron la constante de disociación Kd entre hormona 
y receptor, la unión máxima Bmax, así como una aproximación del número de sitios de unión 
para la hormona por célula (Figura 1B). 
Kd 1.98 nM  Bmax 0.012 nM  Sitios de unión 15000 
  
Los resultados de este análisis mostraron una producción constitutiva eficiente del 
receptor de GH (GHR) en la superficie celular de cardiomiocitos HL-1. Tanto el ensayo de 
unión como el scatchard se repitieron dos veces obteniendo resultados similares. 
2. Efecto de la GH en células HL-1 sobre la activación de GHR, JAK2 y STAT5 
 El tratamiento de la línea celular HL-1 con GH  a una dosis 1 µg/ml, permitió estudiar si 
la hormona es capaz de activar a su receptor, así como a moléculas clásicas de la vía de 
señalización situadas a continuación. 
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 Mediante inmunoprecipitación del receptor y posteriormente análisis del estado de 
fosforilación de éste por Western Blot, se determinó que 5 minutos de incubación con la 
hormona son suficientes para activar GHR, produciéndose una fosforilación en tirosina del 
mismo. Se observó como la fosforilación aún está presente a 15 y 30 minutos, pero la intensidad 
de la misma decrecía con el tiempo (Figura 2A). En concordancia con este resultado, la 
inmunoprecipitación de JAK2 y STAT5, así como el Western Blot anti-fosfotirosina, mostraron 
que la hormona induce activación de estas moléculas ya a 5 minutos, manteniéndose dicha 
activación a 15 minutos (Figura 2B y C respectivamente). Estas mismas membranas fueron 
posteriormente incubadas con anticuerpos anti-GHR, anti-JAK2 y anti-STAT5, para confirmar 
que las cantidades de proteína cargada eran las mismas entre los distintos tiempos de incubación 
(parte inferior de figuras 2A, B y C). 
3. Efecto de la GH sobre la apoptosis en cardiomiocitos 
3.1. Cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata 
El posible efecto protector de la GH sobre la apoptosis en cardiomiocitos se estudió 
mediante administración de la hormona a una dosis de 1 µg/ml. Como método de inducción de 
apoptosis celular se utilizó la deprivación de suero. 
Un primer estudio se realizó mediante el análisis de la fragmentación del ADN por la 
técnica del “DNA ladder” o escalera de ADN. La electroforesis realizada demostró que tras la 
serodeprivación de las células durante 48 horas, se produjo una fragmentación del ADN 
característica de la apoptosis. Cuando las células se incubaron ese mismo tiempo pero en 
presencia de GH, la fragmentación del ADN desapareció, observándose en el gel de 
electroforesis una sola banda íntegra de ADN (Figura 3A). Estos resultados se corroboraron con 
la técnica TUNEL, que permite marcar fluorescentemente los extremos terminales de los 
fragmentos de ADN que se generan durante la apoptosis. Se observó como el marcaje del ADN 
aparecía claramente con una mayor intensidad en células únicamente serodeprivadas que en 
células serodeprivadas y tratadas con GH (Figura 3B). 
De a cuerdo con este resultado, mediante tinción vital Hoechst se determinó que, bajo 
las mismas condiciones de cultivo, la presencia de la hormona de crecimiento reducía el número 
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de células apoptóticas. Los experimentos se repitieron por triplicado obteniendo resultados 
similares. Este efecto se hizo visible a las 24 horas de serodeprivación, siendo más evidente tras 
48 horas (Figura 3C). 
3.2.  Línea celular HL-1 
El mecanismo utilizado para la inducción de la apoptosis sobre cardiomiocitos HL-1 fue 
el tratamiento con el citostático AraC (100 µM). La elección de este citostático como inductor 
de apoptosis se basó en datos reflejados en la bibliografía en los que se demuestra que AraC es 
un agente inductor de apoptosis celular (Geller HM et al. 2001). La dosis utilizada en los 
experimentos se estableció tras la realización de ensayos dosis-respuesta a partir de dosis de 
referencia publicadas en la bibliografía.  
En un primer momento, los niveles de apoptosis se determinaron a través del estudio del 
ciclo celular por citometría de flujo. Para ello se realizaron tinciones con ioduro de propidio, 
capaz de intercalarse en el ADN. Este ensayo mostró como cultivos de células no tratadas 
presentaban un 9.6% de apoptosis, que se veía incrementado hasta un 21.1% tras la 
administración de AraC durante 24 horas. El pretratamiento con GH 12 horas antes del 
tratamiento con AraC, ejerció un efecto reductor de la apoptosis a niveles del 13.9% (Figura 4). 
Asimismo, también hubo alteraciones en los porcentajes de células presentes en la fase del ciclo 
celular S/G2/M (4n). Cultivos no tratados presentaron un 56.9% de células en esta fase, el 
tratamiento con AraC redujo esta cifra hasta 36.9%, mientras que el pretratamiento con GH de 
células tratadas con AraC revirtió este efecto incrementando el porcentaje hasta un 52.8% 
(Figura 4). Estos resultados ponen de manifiesto que la GH revierte la apoptosis inducida por 
AraC y modifica las alteraciones inducidas sobre el ciclo celular por este citostático. 
Resultados similares se obtuvieron mediante el ensayo TUNEL. Se comprobó como la 
administración de AraC durante 12 horas indujo un marcado incremento en la apoptosis 
respecto a células control no tratadas (p< 0.01; n= 3). Dicho incremento se vio bloqueado por el 
pretratamiento durante 12 horas con la hormona de crecimiento, de forma que los niveles de 
apoptosis fueron muy similares a los del grupo control (n= 3) (Figura 5A y 5B). 
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4. Efectos directos de la GH sobre cardiomiocitos HL-1 
 Con el objetivo de comprobar si el efecto anti-apoptótico de la hormona de crecimiento 
sobre cardiomiocitos era directo o mediado por IGF-1, se introdujo en el cultivo un anticuerpo 
anti-IGF-1 para bloquear el efecto de esta hormona. La administración del anticuerpo a una 
dosis 10 µg/ml conjuntamente con AraC y GH, no modificó de forma significativa el efecto 
anti-apoptótico de la hormona, analizado por TUNEL. Los niveles de apoptosis observados 
fueron muy similares a los obtenidos por el tratamiento conjunto de AraC y GH, como se puede 
observar en la representación gráfica (n= 3) (Figura 5A), y en las fotografías de fluorescencia 
representativas de los ensayos (Figura 5B). Este resultado estaría indicando un efecto anti-
apoptótico de GH no mediado por IGF-1. 
 Tales resultados fueron contrastados en una serie de experimentos donde se estudió si el 
tratamiento con GH era capaz de aumentar la síntesis génica y proteica de IGF-1. Mediante 
radioinmunoensayo se determinaron los niveles proteicos de IGF-1 en el medio de cultivo de 
células tratadas 12 horas con AraC, y células pretratadas previamente con GH durante 12 horas. 
Los resultados obtenidos mostraron una concentración de 83±6 ng/ml en el grupo tratado con 
AraC y de 96±8 ng/ml en el grupo de AraC + GH, siendo las diferencias estadísticamente no 
significativas (n= 3). El estudio de expresión génica mediante RT-PCR, permitió determinar los 
niveles de expresión de las diferentes clases  de ARNm de IGF-1, clase I o clase I del y clase II, 
tras los tratamientos. El análisis estadístico realizado de tres experimentos independientes no 
encontró diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 6A y 6B). 
En conjunto, los datos obtenidos con la utilización del anticuerpo y los obtenidos del 
estudio de los niveles de expresión génica y proteica de IGF-1, sugieren que el efecto anti-
apoptótico de la hormona de crecimiento sobre cardiomiocitos es directo y no mediado por IGF-
1. 
5. Papel de la calcineurina sobre el efecto de la GH en células HL-1 
 El estudio del posible papel que pudiera desempeñar la fosfatasa calcineurina en el 
efecto anti-apoptótico de la GH se llevó a cabo mediante la utilización de dos inhibidores 
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específicos de esta proteína: ciclosporina A y FK-506, cuya combinación garantiza un bloqueo 
de la actividad de dicha enzima.  
 La administración de ciclosporina A (3 µM) y FK-506 (150 ng/ml) conjuntamente con 
AraC y GH, resultó en una reducción casi total del efecto anti-apoptótico de la hormona de 
crecimiento. Este hecho se determinó analizando el ciclo celular de las células por citometría de 
flujo. El tratamiento de las células con AraC indujo apoptosis celular (21.1%), mientras que el 
pretratamiento con GH la previno (13.9%). Se observó que la administración de los inhibidores, 
en presencia de AraC y GH, revertía el efecto anti-apoptótico de la GH provocando un aumento 
en el número de células apoptóticas (21.4%), siendo éste muy similar al obtenido con el 
tratamiento de AraC solo (Figura 4). Además, con el tratamiento conjunto, también se contrastó 
que el porcentaje de células en fase S/G2/M obtenido (41.6%) era similar al obtenido en el grupo 
tratado exclusivamente con AraC (36.9%), y claramente inferior al grupo pretratado 12 horas 
con GH (52.8%) (Figura 4). 
 Este efecto bloqueador de los inhibidores sobre la acción de la GH se vio confirmado 
por ensayos de determinación de apoptosis mediante tinción vital Hoechst (Figura 7A; p< 0.05, 
n= 3). 
 Una tercera serie de experimentos se realizaron para determinar si realmente el aumento 
en la incidencia de apoptosis tras la administración de los inhibidores, no era debido a un efecto 
citotóxico de éstos. Para ello, utilizando la técnica MTT, capaz de determinar actividad 
mitocondrial y por tanto viabilidad celular, se comprobó que la administración de los 
inhibidores no alteraba la actividad metabólica de los cardiomiocitos respecto al grupo control. 
Este mismo ensayo se realizó en presencia de suero (FBS), necesario para la proliferación 
celular. Los resultados mostraron como la presencia de suero en el medio de cultivo 
incrementaba de forma estadísticamente significativa la actividad metabólica de los 
cardiomiocitos respecto a células sin suero; y que la administración conjunta de la combinación 
de inhibidores de calcineurina no modificó este incremento en la actividad (n= 3) (Figura 7B). 
En conjunto, estos resultados estarían sugiriendo que el efecto anti-apoptótico de la GH 
en cardiomiocitos estaría mediado por la fosfatasa calcineurina.  
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6. p38 MAPK como mediador del efecto de AraC 
 Se planteó estudiar a p38 MAPK como posible mediador de apoptosis en el tratamiento 
con AraC. Con un anticuerpo anti-fosfotirosina y otro anticuerpo específico anti-p38 se 
determinó que el tratamiento con AraC durante 24 horas en células HL-1 inducía una 
fosforilación de p38 MAPK en tirosina. Se comprobó que el pretratamiento con GH de 12 horas 
era capaz de inhibir de forma parcial el efecto de AraC sobre p38 (Figura 7C). Estos efectos se 
comprobaron en dos experimentos independientes obteniendo resultados similares. 
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Figura 1. Panel A. Determinación por RT-PCR de la expresión génica del receptor de GH 
(GHR) en cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata y en corazón de rata adulta. 
Se utilizó como control positivo de expresión hígado de neonato de rata e hígado de rata 
adulta. El gen utilizado como control interno de la reacción fue β-actina. Panel B. Curva de 
competición para el receptor de GH en células HL-1. Resultado de la competición entre GH 
humana marcada con 125I y concentraciones crecientes de hormona no marcada, por los sitios 
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Figura 2. Activación de GHR, JAK2 y STAT5 por GH en células HL-1. La administración de 
GH (1 µg/ml) activa mediante fosforilación en tirosina (PY), y de forma tiempo dependiente, a 
su receptor GHR (A), JAK2 (B), y STAT5 (C); analizado mediante inmunoprecipitación (IP) 
y Western Blot (WB). Las partes inferiores de los paneles muestran los controles de carga 
realizados sobre los mismos blots utilizando los anticuerpos de las inmunoprecipitaciones. 
Figura representativa de tres experimentos independientes.  
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Serodeprivación 48h + GH
Serodeprivación 24h 
Serodeprivación 24h + GH
Figura 3. Efecto anti-apoptótico de la GH sobre cultivo primario de cardiomiocitos neonatales 
de rata. Panel A. La presencia de GH previno la fragmentación de ADN característica de 
procesos apoptóticos. Panel B. Fotografías representativas de la incidencia de apoptosis, 
inducida por deprivación de suero durante 48 horas, en presencia o ausencia de GH; imágenes de 
fluorescencia obtenidas mediante TUNEL. Panel C. Análisis mediante tinción Hoechst de la 
incidencia de la apoptosis celular inducida por serodeprivación durante 24 o 48 horas en 
presencia o ausencia de GH. Las fotografías (200x) muestran campos de células representativos 
de tres experimentos independientes. Se observa una mayor intensidad de fluorescencia en los 
núcleos donde aparece fragmentación nuclear.  
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Figura 4. Efecto de la hormona de crecimiento y la combinación de inhibidores de la 
calcineurina (ciclosporina A y FK-506), sobre el ciclo celular de cardiomiocitos HL-1. 
La adición del citostático AraC durante 24 horas se utilizó como inductor de apoptosis. 
El pretratamiento con GH, en presencia o ausencia de los inhibidores, se realizó 12 
horas antes del tratamiento con AraC. Las gráficas muestran el contenido celular de 
ADN determinado por citometría de flujo. Se muestran los porcentajes correspondientes 
al número de células en cada fase del ciclo celular, apoptosis (apo), fase G0/G1 (2n), y 
fase síntesis/mitosis (S/M) (4n). Se muestra un experimento representativo de una serie 


















































Figura 5. Acción anti-apoptótica de la GH sobre la apoptosis inducida en células HL-1. 
Panel A. Análisis estadístico de la apoptosis de tres experimentos independientes, 
determinada mediante TUNEL. La administración de AraC durante 12 horas incrementa de 
forma significativa los niveles de apoptosis (**, p< 0.01). El pretratamiento durante 12 
horas con GH revierte la apoptosis a niveles del control, independientemente de la presencia 
de 10 µg/ml de anticuerpo anti-IGF-1. Los resultados muestran incidencia de apoptosis 
respecto al control. Los resultados se expresan como medias ± SEM. Panel B. Fotografías 
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Figura 6. Efecto de la administración de GH sobre la expresión génica de IGF-1. Panel A.
Análisis estadístico de la cuantificación por RT-PCR de la expresión del ARNm de IGF-1 
(clase 1/1del y clase II) en células HL-1 tratadas con AraC, en presencia o ausencia de 
pretratamiento con GH (tres experimentos independientes). No se encontraron diferencias 
significativas entre ambos tratamientos. Los resultados se muestran como medias ± SEM. 
Panel B. Las imágenes muestran geles de agarosa de las diferentes clases de ARNm de IGF-
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Figura 7. Panel A. Representación estadística de la apoptosis cuantificada por tinción vital 
Hoechst en células HL-1. Tratamiento con AraC durante 24 horas en presencia o ausencia de 
pretratamiento con GH (12 h) y de la combinación de inhibidores de calcineurina ciclosporina
A y FK-506 (12 h). Los resultados muestran la incidencia de apoptosis respecto al control. *, p< 
0.05; **, p< 0.01 (n= 3). Panel B. Efecto del tratamiento durante 48 horas con inhibidores de 
calcineurina sobre la viabilidad de células HL-1, analizado por MTT. El tratamiento no afectó a 
la viabilidad celular. ***, p< 0.001 (n= 3). Panel C. Mediante Western Blot (WB) se determinó 
que el pretratamiento con GH durante 12 horas ejerció un efecto preventivo parcial de la 
fosforilación de p38 MAPK inducida por el tratamiento durante 24 horas con AraC. 
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En este trabajo se ha estudiado el posible papel regulador de la hormona de crecimiento 
sobre la supervivencia de los cardiomiocitos. Esta hipótesis de trabajo se planteó en función del 
papel relevante que la GH tiene sobre el buen funcionamiento cardiovascular, ya que 
alteraciones de su secreción se asocian a diversas anormalidades cardiovasculares (Saccá L et al. 
1994). Además, la idea de la GH como agente regulador de apoptosis cardiomiocitaria se apoyó 
también en otra serie de evidencias. La primera es el hecho de que algunas de las ya 
mencionadas sustancias (hormonas, citoquinas y factores de crecimiento) capaces de actuar 
como factores de supervivencia, realizan su acción a través de receptores de la superfamilia de 
citoquinas, en la cual está incluido el receptor de GH (GHR) (Horseman ND & Yu-Lee LY. 
1994). La segunda viene dada por la demostración de que la GH es capaz de inhibir la 
producción de citoquinas pro-inflamatorias (Haeffner A et al. 1997, Adamopoulus S et al.  
2002), las cuales contribuyen en la progresión de la insuficiencia cardíaca aumentando la 
incidencia de apoptosis (Aukrust P et al. 2005). Una tercera, es la existencia de diversos trabajos 
donde se demuestra que la GH está ejerciendo un papel regulador de la apoptosis en distintos 
tipos celulares. Este papel regulador va a depender del tipo celular, y posiblemente del estado en 
el que se encuentra la célula. Finalmente, la última evidencia es que la GH tiene efectos sobre la 
supervivencia y proliferación celular en otros tejidos (Baixeras E et al. 2001, Scheepens A et al. 
2001). 
Los efectos beneficiosos de la GH a nivel cardiovascular están muy contrastados. Por 
ejemplo, existen modelos experimentales de insuficiencia cardíaca en los que la GH ha 
mostrado efectos beneficiosos. Otro ejemplo es el trabajo presentado por Fazio S et al. (1996), 
en el que se mostró que el tratamiento con GH durante tres meses a pacientes con 
cardiomiopatía dilatada idiopática e insuficiencia cardíaca, tenía efectos beneficiosos claros. De 
la misma manera, se demostró que la administración de GH a ratas justo tras el infarto, redujo el 
tamaño de éste y aumentó la supervivencia de los animales (Jin H et al. 2002); y que dicha 
administración a ratas con insuficiencia cardíaca post-infarto prolongó la supervivencia de éstas 
atenuando la apoptosis cardiomiocitaria (Cittadini A et al. 2003). También se han relatado 
efectos hemodinámicos beneficiosos de la GH, así por ejemplo, pacientes con insuficiencia 
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cardíaca debido a cardiomiopatía dilatada o isquémica, presentaron mejoría en parámetros 
hemodinámicos tras la infusión de GH a corto término (Volterrani et al. 1997). Otro ejemplo de 
efectos beneficiosos de la GH vendría representado por los estudios de terapia de 
reemplazamiento que se han llevado a cabo en pacientes GH deficientes. 
 Por otro lado, la hormona de crecimiento se ha mostrado como un regulador de 
inflamación, modificando los niveles de citoquinas pro-inflamatorias (Adamopoulos S et al. 
2002, Adamopoulos S et al. 2003). El proceso inflamatorio juega un papel importante en la 
patogénesis y progresión de la insuficiencia cardíaca. Se ha observado que la administración de 
GH a pacientes con cardiomiopatía dilatada idiopática es capaz de reducir los niveles séricos de 
citoquinas pro-inflamatorias, el sistema soluble Fas/FasL (mediadores de apoptosis) 
(Adamopoulos S et al. 2002), y moléculas de adhesión solubles (Adamopoulos S et al. 2003). 
Partiendo de la base de que la hormona de crecimiento interviene de forma directa sobre 
la regulación del funcionamiento cardíaco en general, y de que muchos de sus efectos a este 
nivel, en condiciones no alteradas de su secreción, son favorables, se trató de comprobar si la 
hipótesis anteriormente planteada sobre si la GH es capaz de regular la supervivencia de los 
cardiomiocitos, era cierta. 
La validación de dicha hipótesis de trabajo se desarrolló utilizando como modelos 
experimentales dos tipos de cultivos in vitro de cardiomiocitos, el cultivo primario de 
cardiomiocitos neonatales de rata y la línea celular de ratón HL-1. Se trata de dos modelos de 
cardiomiocitos que han sido utilizados por distintos grupos para el estudio de la biología 
cardiomiocitaria. El cultivo primario de cardiomiocitos neonatales es un sistema con el que se 
viene trabajando desde la década de los años 80, y que ya se ha utilizado para estudios del papel 
del eje GH/IGF-1 en el corazón (Ito H et al. 1993). La línea celular HL-1 fue desarrollada por 
Claycomb WC en el año 1998 (Claycomb WC et al. 1998), y desde entonces han aparecido 
publicados varios trabajos que la han utilizado como modelo experimental de cardiomiocitos in 
vitro. Los temas abarcados en estos trabajos son bastante diversos. Así, se incluyen estudios 
clásicos sobre la función del cardiomiocito dentro de los que estarían estudios de señalización, 
regulación eléctrica, metabólica y transcripcional. Pero esta línea celular también se ha utilizado 
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para desarrollar estudios bajo condiciones patológicas como hipoxia, hiperglucemia-
hiperinsulinemia, apoptosis e isquemia reperfusión. Parte de los trabajos más recientes se 
revisaron en el año 2004 por White SM et al. 
La primera aproximación realizada en estas células fue el estudio de la expresión del 
receptor de GH. Los resultados obtenidos por RT-PCR en el cultivo primario, mostraron la 
expresión génica del receptor en las células, y que esta expresión aparecía a niveles similares a 
los presentes en el corazón adulto. En el año 2001, Lu C et al., publicaron un trabajo en el que 
comparaban la expresión de GHR en células aisladas neonatales frente a corazón total, y 
observaban una disminución en la expresión del ARNm del receptor en los cardiomiocitos 
aislados. La disparidad entre este estudio y nuestros resultados no parece tener una explicación 
clara, pero una interpretación posible sería que las diferencias existentes entre ambos protocolos 
de cultivo podrían estar afectando a la expresión del receptor. En lo que a la línea celular se 
refiere, el estudio de unión específica entre ligando y receptor permitió comprobar la presencia 
del GHR en las células HL-1. Además, mediante el análisis scatchard se determinó una Kd de 
1.98 nM y una densidad de aproximadamente 15000 sitios de unión para GH en cada célula. 
Ambos resultados, tanto los obtenidos para el cultivo primario como para la línea celular, 
muestran que los modelos experimentales elegidos para el estudio serían adecuados. 
Una vez determinada la presencia del receptor de GH en las células, se pasó a 
comprobar si la hormona era capaz de poner en marcha a las vías bioquímicas clásicas de 
señalización que median las acciones biológicas de la GH. Este trabajo se desarrolló en la línea 
celular HL-1. Habitualmente, la GH se une al dominio extracelular de dos moléculas de receptor 
lo que deriva en la homodimerización del receptor de forma secuencial. La interacción 
GH/GHR va a desencadenar la activación de la tirosina quinasa JAK2, la cual se fosforila y 
activa su dominio quinasa (Zhu T et al. 2001). La activación de dicho dominio produce la 
fosforilación del GHR, de forma que éste evidencia una serie de lugares de unión para diversas 
proteínas, entre las que se encuentran las proteínas STAT (Kelly PA et al. 2001). Esta familia de 
proteínas va a ser una de las principales vías de señalización de la hormona. Aunque su papel 
fisiológico no es del todo claro, esta familia de factores de transcripción participa en una serie 
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de eventos celulares como proliferación, diferenciación, supervivencia celular, apoptosis y 
angiogénesis; y más recientemente se ha descrito su participación en procesos de tumorgénesis 
(Calo V et al. 2003). Los resultados obtenidos en el trabajo mostraron que GH era capaz de 
inducir la fosforilación en tirosina de GHR, JAK2 y STAT5, comprobando así el 
funcionamiento e integridad de esta vía de señalización en cardiomiocitos HL-1. 
Tras la demostración de que nuestro sistema experimental tiene receptores para GH, y 
que éstos son funcionales ya que la administración de la hormona pone en marcha mecanismos 
clásicos de transducción de la señal hormonal, se pasó a estudiar el efecto de la GH como 
regulador de apoptosis en cardiomiocitos. Los primeros resultados obtenidos con el cultivo 
primario demostraron que la GH era capaz de inhibir la apoptosis inducida por deprivación de 
suero. Los ensayos de apoptosis, observación de la fragmentación del ADN por electroforesis, 
TUNEL, y tinción vital Hoechst, demostraron como la presencia de la hormona en el medio de 
cultivo era capaz de proteger a las células. La deprivación de suero durante 24 horas fue capaz 
de inducir la apoptosis celular, la cual tuvo mayor incidencia cuando el tiempo se aumentó hasta 
48 horas. Sin embargo, la sola presencia de la hormona en el medio de cultivo, fue capaz de 
inhibir el efecto apoptótico de la deprivación, demostrándose así un efecto protector. Los 
resultados obtenidos con la línea celular HL-1 coincidieron con los obtenidos en el cultivo 
primario. En este caso la apoptosis inducida por el citostático AraC fue revertida por el 
pretratamiento durante 12 horas con la GH. Mediante citometría de flujo, se determinó como el 
pretratamiento con la hormona redujo los porcentajes de células apoptóticas obtenidos con el 
tratamiento con AraC. Asimismo, el ensayo TUNEL mostró que la rotura del ADN inducida por 
el citostático, se previno con la presencia de la hormona de crecimiento en el medio de cultivo. 
Estas evidencias suponen que la GH ejerce un efecto protector sobre la apoptosis inducida en 
cardiomiocitos. 
En la línea de estos resultados que sostienen un efecto protector de la GH sobre la 
apoptosis, existen otros autores que sugieren que esta hormona regula estos procesos en otros 
tipos celulares. Algunos trabajos reflejados en la bibliografía hablan de un efecto anti-
apoptótico de la hormona: resultados obtenidos en un trabajo realizado con células de leucemia 
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humana (HL-60) y células de ovario de hámster chino (CHO) mostraron la capacidad de la GH 
de inhibir la apoptosis inducida por serodeprivación (Costoya JA et al. 1999). La incubación de 
las células HL-60 con un anticuerpo anti-GH promovía la muerte celular, que se veía 
disminuida en presencia de suero preinmune. Al tratar estas células con GH la supervivencia 
celular claramente aumentaba. Por su lado, la deprivación de suero de células CHO resultaba en 
una inducción rápida de apoptosis, efecto que se veía reducido al incubar con la hormona. En 
este mismo sentido, se mostró un efecto beneficioso de la hormona sobre monocitos (Haeffner 
A et al. 1999). Un efecto regulador de la GH sobre este tipo celular ya había sido demostrado, lo 
que llevó a los autores a estudiar el efecto de la GH sobre la apoptosis mediada por Fas. Estos 
ensayos demostraron que la GH ejerce un efecto protector sobre monocitos a través de una vía 
dependiente de Bcl-2. Asimismo, se encontró este efecto protector sobre células de granulosa 
bovina en cultivo, donde GH disminuía de forma significativa la incidencia de apoptosis 
(Sirotkin AV & Makarevich AV. 1999), y sobre células linfoides Ba/F3 (células pro B), a las 
que se indujo la apoptosis por ausencia de interleuquina 3 y suero (Jeay S et al. 2000). Se 
comprobó que estas células Ba/F3 eran capaces de sintetizar GH, lo que sugería que la GH 
endógena estaba actuando de forma autocrina/paracrina sobre la supervivencia celular. Además, 
la adición de un antagonista de la GH promovía la apoptosis de las mismas. También se 
comprobó que GH protegía frente a daño celular inducido por radiación sobre células de la 
mucosa intestinal de ratas (Mylonas PG et al. 2000), y sobre linfocitos humanos de sangre 
periférica (Lempereur L et al. 2003). Los grupos de animales a los que se les administraba la 
radiación conjuntamente con un tratamiento con GH o IGF-1, presentaban unos niveles de 
apoptosis similares a los controles no irradiados. Por tanto el tratamiento con GH era capaz de 
inhibir las lesiones histológicas inducidas por la radiación, manteniendo la integridad de las 
células endoteliales del epitelio de la mucosa intestinal (Mylonas PG et al. 2000). La presencia 
de GH fue capaz de inducir la proliferación celular, y la supervivencia de los linfocitos 
irradiados mediante la activación de la expresión del gen anti-apoptótico bcl-2 (Lempereur L et 
al. 2003). Otra evidencia la supuso el hecho de que la propia GH endógena sintetizada por 
mioblastos C2C12 era capaz de regular procesos proliferativos y de supervivencia celular 
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(Segard HB et al. 2003). En estas células, la sobre-expresión del receptor de GH (GHR) suponía 
un aumento en la velocidad de crecimiento respecto a células no transfectadas, en presencia de 
suero. Además, las células expresando GHR presentaban capacidad proliferativa en ausencia de 
suero, mientras que las células salvajes morían por apoptosis. Este hecho era independiente de la 
administración de GH exógena, es más, la utilización de anticuerpos anti-GH y anti-IGF-1 
suponía la inhibición de dichos efectos, lo que sugería que los mioblastos C2C12 son capaces de 
sintetizar GH endógena, la cual actúa de forma autocrina regulando procesos proliferativos y de 
supervivencia celular. De forma aún más reciente, un trabajo en células T de linfoma, mostró 
como la sobre-expresión de GH en las células ejercía un efecto anti-apoptótico sobre las mismas 
(Arnold RE & Weigent DA. 2004). Pero además de estos efectos anti-apoptóticos, la GH 
también es capaz de actuar sobre otros aspectos implicados en el mantenimiento celular y 
tisular. Un trabajo realizado en células Pro-B Ba/F3, donde anteriormente se comprobó el efecto 
anti-apoptótico de la GH, puso también de manifiesto que la hormona ejercía un efecto 
proliferativo sobre las células produciendo la entrada en el ciclo celular de las mismas (Baixeras 
E et al. 2001). Ambos efectos de la GH fueron directos y no mediados por IGF-1. Otro efecto 
positivo que ejerce la GH es el de actuar como factor neuroprotector. Se comprobó como frente 
a daño cerebral inducido por hipoxia isquémica la GH actúa como un factor de rescate 
reduciendo la pérdida neuronal (Scheepens A et al. 2001); posteriormente se observó que esta 
protección era a través de un efecto anti-apoptótico (Shin DH et al. 2004). Por otro lado se ha 
demostrado un papel importante de la GH en la regeneración del hígado tras haber sufrido daño, 
como por ejemplo hepatectomía parcial (Pennisi PA. 2004).  
En contraposición, la bibliografía refleja un único estudio en el que se encuentra un 
efecto pro-apoptótico de la GH. Así, en el año 1999 se publicó un trabajo en el que la GH era 
capaz de inducir un proceso de luteolisis estructural a través de mecanismos apoptóticos (Kiya T 
et al. 1999).  
Alternativamente a todos estos trabajos que muestran a la GH como regulador del 
proceso apoptótico, en el año 1999 se publicó un trabajo llevado a cabo en células germinales de 
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testículo bovino donde se observó que la hormona no ejercía ningún efecto sobre la apoptosis de 
este modelo celular (Santos RL et al. 1999). 
La mayor parte de los trabajos anteriormente comentados argumentan hacia la idea de 
que la hormona de crecimiento ejerce un efecto protector frente a apoptosis. Las evidencias en 
el sentido contrario son muy pocas, lo cual hace que los resultados obtenidos en este trabajo 
coincidan en corroborar dicho efecto protector, sumando así evidencias de la relevancia que la 
GH tiene ya no sólo a nivel cardíaco. Pero ésta no es la primera evidencia del efecto anti-
apoptótico de la GH sobre cardiomiocitos. Un trabajo presentado por Gu Y et al. 2001, trató de 
determinar el efecto de la GH sobre un modelo de apoptosis inducida por estrés oxidativo en 
cardiomiocitos neonatales de rata. Los resultados mostraron que el peróxido de hidrógeno 
(H2O2) era capaz de inducir la apoptosis de los cardiomiocitos, y que este efecto apoptótico se 
veía contrarrestado por el pretratamiento con GH. Dicho efecto se debió, al menos en parte, a la 
activación de las quinasas reguladas por señales extracelulares (ERKs). Por tanto, aún siendo 
éste un modelo de apoptosis claramente diferente al presentado en esta tesis, los resultados 
obtenidos con el pretratamiento de GH hablan de un efecto preventivo de esta hormona en 
cardiomiocitos. Las diferencias entre los modelos de apoptosis vienen dadas por el hecho de que 
el trabajo de Gu Y et al., presenta una apoptosis inducida en cardiomiocitos neonatales de rata 
por un estímulo citotóxico, mientras que nuestro modelo experimental muestra una apoptosis 
que es consecuencia de la falta de suero en el medio de cultivo. 
Muchos de los efectos ejercidos por la GH son mediados por IGF-1. Esta molécula se 
sintetiza principalmente en respuesta a la acción de GH en el hígado, que es el principal 
productor de IGF-1, aunque también puede ser sintetizada por otros tejidos diana específicos. 
Los efectos del eje GH/IGF-1 a nivel cardíaco han sido muy estudiados. Sin embargo, existen 
datos que ponen de manifiesto que al menos algunos de los efectos de la GH a nivel cardíaco no 
están mediados por IGF-1 (Lu C et al. 2001). El trabajo de Lu C et al., muestra que el efecto 
hipertrófico y metabólico que ejerce la GH sobre cardiomiocitos no produce cambios en los 
niveles de ARNm de IGF-1, lo que sugiere que estos efectos son independientes de IGF-1. El 
efecto anti-apoptótico de la GH en cardiomiocitos relatado en este trabajo, se muestra de 
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acuerdo con esta afirmación en base a una serie de resultados. En primer lugar, se trató de 
comprobar si la GH estaría ejerciendo su acción a través de la síntesis endógena de IGF-1. Para 
ello se administró un anticuerpo anti-IGF-1 en el medio de cultivo de células HL-1, 
conjuntamente con la GH, para bloquear la acción de la posible síntesis cardíaca de IGF-1. Se 
trata de un método descrito previamente por otros autores (Baixeras E et al. 2001). Si la acción 
protectora de la GH se viese revertida, esto significaría que el efecto de la hormona vendría 
mediado por IGF-1. Los resultados obtenidos mostraron que el anticuerpo no reducía el efecto 
anti-apoptótico de la GH determinado por el ensayo TUNEL. En segundo lugar se estudió un 
posible cambio en los niveles de ARNm de IGF-1 tras la administración de GH. Para ello se 
utilizó un modelo de RT-PCR que permitió diferenciar las distintas clases de ARNm de IGF-1 
generadas por splicing alternativo (Kamai Y et al. 1996). Los resultados mostraron que los 
niveles de ARNm de IGF-1 no variaron tras la administración de GH, sola o en combinación 
con AraC. Por último, mediante radioinmunoensayo, se estudió la posible síntesis de IGF-1 por 
parte de los cardiomiocitos, lo que permitió determinar la concentración proteica de IGF-1 en el 
medio de cultivo de nuestras células. Dicho análisis mostró que la concentración de IGF-1 
(niveles en el límite de detección del ensayo) no se veía modificada por el tratamiento con GH. 
Estos resultados están indicando que el efecto protector que ejerce la hormona de crecimiento en 
cardiomiocitos frente a apoptosis inducida por AraC, no está mediado por la acción de IGF-1, 
siendo por tanto un efecto directo de la hormona sobre estas células. 
Los mecanismos clásicos de señalización intracelular de la hormona de crecimiento tras 
su unión al receptor son bastante conocidos (Kelly PA et al. 2001). Sin embargo, no ocurre lo 
mismo en lo que se refiere a los mecanismos que mediarían el efecto regulador de la GH sobre 
la apoptosis. Zhu T et al. (1998), observaron que la administración de GH a células de ovario de 
hámster chino inducía la fosforilación de JAK2 poniendo en marcha una vía de señalización 
capaz de estimular a FAK (quinasa de adhesión focal). Los autores sugieren que esta quinasa 
podría estar desempeñando un papel en la regulación de diversos efectos de la GH, como la 
prevención de la apoptosis. Resultados más concluyentes se presentaron en otro trabajo sobre el 
mismo modelo celular. Se observó que la GH promovía la polimerización de las cuatro 
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isoformas de tubulina, lo cual produce una estabilización de la red de microtúbulos de manera 
que protege a las células frente a la apoptosis inducida por colchicina (Goh EL et al. 1999). Se 
ha contrastado que el efecto regulador de la GH en células de la granulosa de ovario bovinas es 
dependiente del sistema cAMP/PKA. La utilización de bloqueadores de la proteína quinasa A 
previene de forma parcial o total diversos efectos de la GH, entre ellos la regulación de la 
apoptosis (Sirotkin AV & Makarevich AV. 1999). Por otro lado, también se ha demostrado que 
la GH utiliza una vía clásica para actuar frente a la apoptosis, como es la familia de proteínas 
Bcl-2 (Haeffner A et al. 1999, Mitsunaka H et al. 2001, Kolle S et al. 2002), muy conocida por 
estar implicada en la regulación de la apoptosis. Se ha demostrado que la GH ejerce un papel 
anti-apoptótico en monocitos y linfocitos T y B activados disminuyendo la apoptosis mediada 
por Fas, aumentando la expresión génica de la proteína anti-apoptótica Bcl-2 (Haeffner A et al. 
1999, Mitsunaka H et al. 2001). Pero también se ha observado como GH protege a través de 
esta vía sin alterar la expresión de la proteína Bcl-2, disminuyendo la expresión de la proteína 
pro-apoptótica Bax (Kolle S et al. 2002). Se comprobó asimismo que GH podía ejercer su efecto 
protector a través de Akt, una quinasa serina/treonina que juega un papel muy importante en el 
control de la supervivencia celular (Costoya JA et al. 1999, Segard et al. 2003). La 
administración de la hormona a células HL-60 y CHO, inducía la activación de Akt mediante 
fosforilación. Cuando estas células se transfectaban con un dominante negativo de Akt, la 
acción protectora de la GH se veía revertida. Por otro lado, se ha visto que la GH endógena 
producida por miocitos C2C12, es suficiente para proteger a estas células de la muerte inducida 
por serodeprivación, y que el mecanismo implicado incluiría a Akt (Segard HB et al. 2003). En 
contraste a los hallazgos mostrados anteriormente, el trabajo de Costoya JA et al., no encontró 
que la GH mediara su efecto anti-apoptótico a través de Bcl-2, ya que los niveles de la proteína 
permanecían invariables tras la activación del receptor de GH. Esta disparidad de datos muestra 
que la hormona de crecimiento puede ejercer su efecto a través de varias vías implicadas en la 
regulación de la supervivencia celular, y que esto posiblemente dependa en gran medida del tipo 
celular y del estado en que se encuentre la célula. El trabajo anteriormente comentado de Gu Y 
et al. (2001), pone de manifiesto la activación de quinasas reguladas por señales extracelulares 
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(ERKs) por parte de GH. La utilización de mutantes dominante negativos e inhibidores 
específicos ha permitido delinear la vía transductora de la señal de la GH, en la cual se 
incluirían las moléculas Ras y proteínas quinasa como JAK2, Src y el receptor de EGF, que 
estarían influyendo en la activación de ERK (Gu Y et al. 2001). Todos los trabajos mencionados 
anteriormente son muestras de las distintas vías de señalización activadas por la hormona de 
crecimiento según el modelo celular sobre el que actúa y las circunstancias del mismo. 
 Un objetivo de nuestro trabajo era estudiar qué mecanismos podrían estar implicados en 
la regulación del efecto anti-apoptótico de GH en cardiomiocitos. Nos centramos en concreto en 
el posible papel de la fosfatasa calcineurina. La calcineurina es una fosfatasa calcio/calmodulina 
dependiente de gran importancia en la regulación de procesos apoptóticos. Además, esta 
proteína es un importante regulador de procesos implicados en el desarrollo de patologías 
cardíacas como la hipertrofia (Molkentin JD et al. 1998). Así por ejemplo, una sobrecarga de 
presión o estimulaciones con endotelina-1, son capaces de inducir hipertrofia mediada por 
calcineurina (Lim HW et al. 2000, Zhu W et al. 2000). Se ha descrito que este efecto puede ser 
mediado por la defosforilación del factor de transcripción NF-AT3, lo que permite su 
translocación al núcleo, y la posterior regulación de la expresión de genes hipertróficos 
cardíacos (Molkentin JD et al. 1998). La utilización de inhibidores farmacológicos de 
calcineurina, como ciclosporina A y FK-506 (Molkentin JD et al. 1998, Meguro T et al. 1999, 
Shimoyama M et al. 1999), así como de inhibidores peptídicos no competitivos, como cain y 
AKAP (Taigen T et al. 2000), ha permitido comprobar que la activación de esta fosfatasa es 
necesaria para el desarrollo de hipertrofia. A este nivel existe controversia ya que algunos 
trabajos han concluido que los inhibidores de la calcineurina no son capaces de bloquear el 
efecto hipertrófico de ésta (Luo Z et al. 1998, Ding B et al. 1999). Los motivos de la 
discrepancia existente entre estos trabajos no están claros. 
El efecto regulador de la calcineurina sobre la apoptosis se ha observado en varios tipos 
celulares. Trabajos realizados en neuronas, linfocitos, y líneas celulares de cáncer han 
demostrado efectos pro-apoptóticos y anti-apoptóticos de la calcineurina (Molkentin JD. 2001). 
En un trabajo desarrollado sobre cultivo primario de cardiomiocitos, De Windt et al. (2000), 
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indujeron la hipertrofia de cardiomiocitos mediante expresión de la forma activa de 
calcineurina. Consecuentemente, se observó que este hecho era capaz de proteger a los 
cardiomiocitos frente a apoptosis, protección que era mediada por un mecanismo de activación 
de NF-AT3 y Akt/proteína quinasa B (PKB) (De Windt LJ et al. 2000). Este trabajo representa 
una clara demostración de un efecto regulador de la calcineurina sobre la apoptosis en 
cardiomiocitos. Esta evidencia, y el hecho de que la calcineurina participa en la regulación de la 
hipertrofia cardiomiocitaria, plantean a la proteína como un regulador potencial de las 
respuestas a estrés y apoptosis de este tipo celular (Molkentin JD. 2001). Mientras que el 
tratamiento de cardiomiocitos con H2O2 tiene un efecto inductor de apoptosis, la estimulación 
de las células con endotelina-1 ejerce un efecto protector frente a ella, y se ha comprobado que 
dicho efecto está mediado por la activación de calcineurina (Kakita T et al. 2001). De acuerdo 
con este trabajo está el estudio de De Windt LJ et al. (2000), en el que ratones transgénicos que 
expresan la forma activa de calcineurina se ven protegidos frente apoptosis inducida por 
isquemia-reperfusión. Sin embargo, existe una contradicción con el trabajo de Saito S et al. 
(2000), que muestra como el tratamiento con isoproterenol promueve apoptosis miocitaria 
estimulada por la actividad de calcineurina, y la utilización de ciclosporina A y FK-506, 
bloqueaba la apoptosis inducida por isoproterenol. Este resultado sugiere, en contraposición a lo 
mostrado antes, que la activación de calcineurina se corresponde con un aumento de la 
apoptosis en cardiomiocitos. Un dato interesante es que en este mismo trabajo Saito S et al., 
comprueban como ratones transgénicos que expresan un dominante negativo de calcineurina, 
presentan una apoptosis aumentada en respuesta a daño causado por isquemia /reperfusión. Este 
dato sugiere todo lo contrario a sus resultados previos, siendo la activación de la calcineurina un 
mecanismo protector. En resumen, todos estos datos sugieren que la actuación de la calcineurina 
tiene que ser interpretada dentro de un contexto celular en el que están interviniendo otras vías 
moleculares de señalización. Parece por lo tanto que el papel que desempeña la calcineurina 
sobre la apoptosis de los cardiomiocitos no está del todo claro, y que son necesarios estudios 
más detallados en este sentido. 
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Los resultados obtenidos en este trabajo, tanto por citometría de flujo como por tinción 
vital Hoechst, mostraron que el efecto anti-apoptótico de la GH se veía claramente reducido por 
la inhibición de la calcineurina mediante la utilización de ciclosporina A y FK-506. Este hecho 
parece indicar que la fosfatasa calcineurina está implicada en la vía de señalización iniciada por 
la activación del receptor de GH en cardiomiocitos HL-1.  
Por otro lado, el efecto pro-apoptótico de AraC en cardiomiocitos induce la activación 
de la MAPK p38 mediante fosforilación en tirosina de ésta, pero la presencia de GH en el medio 
de cultivo reduce este efecto disminuyendo dicha fosforilación. La vía molecular de las MAPK, 
en particular p38, está implicada en la regulación de la apoptosis, pero no está del todo claro en 
qué sentido actúa esta proteína. Existen trabajos que demuestran un efecto anti-apoptótico de 
esta proteína en cardiomiocitos (Zechner D et al. 1998, Wang Y et al. 1998), contrariamente a lo 
que muestra nuestro trabajo. La sobre-expresión de un activador específico de p38 en cultivo 
primario de cardiomiocitos protegió a las células de una apoptosis inducida (Zechner D et al. 
1998), y por su parte, la administración de un inhibidor específico de p38 bloqueó el efecto 
protector frente a apoptosis. Por otro lado, se ha determinado que la activación de p38β es capaz 
de inducir respuesta hipertrófica y promover la supervivencia de los cardiomiocitos, mientras 
que la activación de p38α conduce a un aumento de la apoptosis miocitaria (Wang Y et al. 
1998). Esta contraposición en los resultados estaría sugiriendo que la vía de p38 está 
involucrada tanto en la hipertrofia cardíaca como en la apoptosis, y que tendría un papel 
significativo en la patología de la insuficiencia cardíaca (Wang Y et al. 1998). Además de estos 
datos, un efecto inductor de la apoptosis en cardiomiocitos también se ha descrito para p38 (Ma 
XL et al. 1999). En respuesta a isquemia-reperfusión se ha comprobado como existe una 
marcada activación de p38 que se ve reflejada en una clara incidencia sobre la apoptosis 
cardiomiocitaria. La administración de un inhibidor de p38 a corazones tras isquemia-
reperfusión, bloqueó de forma evidente la activación de p38, lo cual derivó en una menor 
incidencia de la apoptosis sobre el miocardio (Ma XL et al. 1999). Otra demostración del efecto 
inductor de la apoptosis por p38 lo presentaron Zhu W et al. (1999). Este trabajo muestra la 
importancia que la familia de las MAPK tiene sobre la regulación de la apoptosis inducida por 
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daunomicina, un agente quimioterapéutico. La exposición de ratas a este compuesto inducía 
apoptosis cardiomiocitaria y activación de p38, y la administración de un inhibidor específico 
de p38 producía una reducción significativa de los niveles de apoptosis. En concordancia con 
estos resultados se ha demostrado que la activación de p38 también participa en la apoptosis 
inducida por doxorubicina sobre cardiomiocitos, siendo ésta abolida por un inhibidor específico 
de p38 (Kang YJ et al. 2000). Independientemente de la acción de p38 en cardiomiocitos, un 
dato interesante a la hora de interpretar los resultados obtenidos en este trabajo, es el hecho de 
que anteriormente se había descrito que p38 participa de la apoptosis inducida por AraC 
(Stadheim TA et al. 2000). Así, se observó que células promielocíticas de leucemia humana HL-
60 tratadas con el citostático AraC, presentaron una apoptosis dependiente de p38. La presencia 
de un inhibidor de p38 suprimió la apoptosis inducida por AraC (Stadheim TA et al. 2000). En 
conjunto, estos últimos trabajos sobre la relación entre apoptosis, p38 y AraC, validarían los 
resultados obtenidos en el modelo de apoptosis inducida por AraC en cardiomiocitos HL-1, 
donde la activación de p38 forma parte del efecto pro-apoptótico de este citostático. Además, 
otro dato que estaría apoyando estos resultados es el hecho de que p38 está involucrada en la 
regulación de la apoptosis mediada por calcineurina (Lotem J et al. 1999). En células de 
leucemia mieloide, donde la activación de calcineurina es capaz de activar vías de señalización 
opuestas con efectos tanto inhibidores como inductores de la apoptosis, se ha visto que la 
apoptosis puede estar mediada por la vía de p38 (Lotem J et al. 1999). La interpretación del 
efecto protector de GH sobre la apoptosis cardiomiocitaria implica una activación de 
calcineurina y una inactivación de p38; pero en este sentido la discusión sigue abierta, ya que 
los estudios reflejados en la bibliografía muestran que las acciones de ambas proteínas se ven 
sometida a la interacción con otras vías de señalización, que dependerán en gran medida del 
estatus celular. 
En conclusión, nuestros resultados presentan a la hormona de crecimiento como un 
agente protector frente a apoptosis en dos modelos de cardiomiocitos, cultivo primario de 
cardiomiocitos neonatales de rata y línea celular de ratón HL-1, muestran que este efecto de la 
GH es directo y no mediado por la acción de IGF-1, y que el mecanismo responsable de la 
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protección está involucrando a la fosfatasa calcineurina, posiblemente a través de la prevención 
de la fosforilación de p38. Basándose en estos resultados, se podría hipotetizar que la 
prevención de la apoptosis cardiomiocitaria a través de la calcineurina podría ser uno de los 
mecanismos por el cual la GH tiene efecto beneficioso a nivel cardíaco. 
Se sabe que la apoptosis cardiomiocitaria es un mecanismo relevante en el sistema 
cardiovascular, que interviene desde las primeras etapas de desarrollo cardíaco, donde 
desempeña un papel fundamental en la determinación de la estructura del corazón. Pero son 
muchas las evidencias que ponen de manifiesto la  relevancia que este proceso de muerte celular 
tiene en la enfermedad cardíaca e insuficiencia cardíaca (Haunstetter A & Izumo S. 1998, Kang 
PM & Izumo S. 2000). Se ha observado que la apoptosis cardiomiocitaria ocurre en los estadíos 
más tempranos de la disfunción miocárdica. En éstos, participa empeorando el funcionamiento 
ventricular izquierdo, debido a una reducción en la masa contráctil de cardiomiocitos 
(Haunstetter A & Izumo S. 1998), y contribuyendo a la pérdida progresiva de cardiomiocitos 
durante la insuficiencia cardíaca (Kang PM & Izumo S. 2000). Por tanto, el inicio y progresión 
de diversas patologías cardíacas podría ser una consecuencia de la incidencia de una apoptosis 
excesiva, lo cual sería el desencadenante final de insuficiencia cardíaca. 
 Aunque el grado de apoptosis que se da en el corazón que sufre insuficiencia cardíaca es 
relativamente bajo en términos absolutos, este sigue siendo significativamente mayor que el que 
se da en un corazón normal (Kang PM & Izumo S. 2000). Principalmente cardiomiopatía 
dilatada idiopática y cardiomiopatía isquémica, son las formas más comunes de insuficiencia 
cardíaca en las que se ha descrito apoptosis, pero existen otras entre las que se encuentran 
infarto agudo de miocardio, aterosclerosis, miocarditis, rechazo de transplante cardíaco, etc. 
(Kang PM & Izumo S. 2000). Por tanto, la posibilidad de conseguir la inhibición de la apoptosis 
de los cardiomiocitos supondría un potencial avance en el tratamiento de la insuficiencia 
cardíaca. 
 En décadas pasadas, la insuficiencia cardíaca era considerada como un desorden 
hemodinámico, lo que hacía que las estrategias terapéuticas se dirigiesen hacia el control o 
corrección de parámetros hemodinámicos. Posteriormente, se comprobó que anormalidades 
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hemodinámicas no permitían explicar la progresión de la insuficiencia cardíaca, lo que llevó a 
pensar en la existencia de otros mecanismos que podrían estar actuando. En los últimos años, la 
visión de la enfermedad ha evolucionado y la atención se ha fijado en el estudio de los cambios 
hormonales que tienen lugar durante la progresión de la misma. Por tanto, actualmente estamos 
ante una visión de la insuficiencia cardíaca como una patología neurohormonal (Ghio S et al. 
2003). 
 Dado el cambio conceptual que ha sufrido la interpretación de la enfermedad cardíaca, 
los esfuerzos terapéuticos desarrollados también han sufrido un nuevo enfoque. Esto ha llevado 
a la búsqueda de nuevas sustancias que pudieran actuar frenando la progresión de la 
insuficiencia cardíaca. Como se cita anteriormente, la pérdida celular, en particular la apoptosis 
cardiomiocitaria, es uno de los factores iniciadores y determinantes de dicha progresión. Por 
tanto, debido a su incidencia sobre el proceso de muerte celular, diversas sustancias como los 
factores de crecimiento, hormonas y citoquinas, han cobrado protagonismo en el diseño de 
nuevas estrategias terapéuticas. Esta afirmación vendría justificada por el hecho de que algunas 
de estas sustancias son capaces de actuar como factores de supervivencia previniendo la 
aparición de apoptosis (Pulkki KJ. 1997, Kiess W & Gallaher B. 1998).  
Por tanto, los resultados obtenidos en este trabajo, que ponen de manifiesto la capacidad 
de la hormona de crecimiento para  regular procesos de muerte en cardiomiocitos, podrían 
suponer una primera etapa dentro del desarrollo del conocimiento necesario para la consecución 
de alternativas terapéuticas basadas en la utilización de la GH que permitan la prevención y 
progresión de patologías como la insuficiencia cardíaca. 
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                                                                                                          Conclusiones Hormona de Crecimiento 
 
 
1. Los cardiomiocitos HL-1 presentan receptores de GH funcionales capaces de activar 
moléculas situadas en la vía clásica de señalización de la hormona de crecimiento. 
 
2. La hormona de crecimiento presenta un efecto protector frente a la muerte celular por 
apoptosis en cardiomiocitos. Este efecto es independiente de IGF-1. 
 
3. El efecto protector de GH sobre cardiomiocitos está mediado por la acción de la 
fosfatasa calcineurina. 
 
4. La acción pro-apoptótica del citostático AraC está mediada por la activación de p38 
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                                                                                                                               Introducción Adiponectina 
 
1. Historia 
La adiponectina es una hormona polipeptídica que fue 
identificada originalmente entre los años 1995 y 1996 por cuatro 
grupos independientes (Scherer PE et al. 1995, Maeda K et al. 
1996, NakanoY et al. 1996, Hu E et al. 1996) utilizando diferente 
metodología (Figura 1). Maeda K et al. (1996), determinaron la 
expresión del ARNm de adiponectina (apM1) en tejido adiposo humano, mientras que Nakano 
Y et al. (1996), la identificaron mediante purificación a partir de plasma humano, llamándola 
GBP28 (gelatin-binding protein-28). Por otro lado los grupos de Scherer PE et al. (1995) y Hu E 
et al. (1996), identificaron la hormona trabajando en adipocitos de ratón. Ambos grupos 
realizaron clonaje diferencial del ADNc de ratón antes y después de la diferenciación de los 
adipocitos, llamándole Acrp30 (adipocyte complement-related protein 30-kDa) y AdipoQ 
respectivamente. 
Figura 1. Conf iguración 
espacial de adiponectina.
2. Estructura proteica 
Adiponectina, también llamada GBP-28, apM1, AdipoQ y Acrp30, es una proteína que 
contiene 247 aminoácidos con una masa molecular esperada de 28 kDa. Consiste en una 
secuencia señal amino-terminal de 27 aminoácidos, sin homología significativa a otras 
proteínas, y 22 repeticiones de las secuencias Gly-X-Pro o Gly-X-X. Presenta también un 
dominio globular carboxi-terminal con homología a numerosas proteínas como los dominios 
globulares de los colágenos tipo VIII y X, las subunidades del factor del complemento Ciq, 
precerebelin, y la proteína que se encuentra en el suero de animales hibernantes (Scherer PE et 
al. 1995). 
La proteína posee una secuencia señal en el extremo NH2-terminal, seguida de un corta 
región hipervariable  sin homología entre especies, un dominio similar a colágeno, y un dominio 
globular similar a Ciq en el extremo COOH-terminal (Hu E et al. 1996, Shapiro L & Scherer P. 
1998, Takahashi M et al. 2000, Kishore U & Reid KB. 2000, Diez JJ & Iglesias P. 2003) 
(Figura 2). Esta hormona circula abundantemente en plasma humano, siendo su concentración 
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de 5 a 30 µg/ml, lo que se correspondería con un 0.01% del total de proteínas plasmáticas (Arita 
Y et al. 1999). 
Tras su síntesis, la adiponectina de mamíferos sufre hidroxilación y glicosilación como 
modificaciones post-traduccionales dando lugar a ocho isoformas diferentes. Estas 
modificaciones post-traducción serán necesarias para que la proteína presente su actividad 
biológica (Chandran M et al. 2003). 
La disposición normal que presenta la adiponectina es la de trímeros (Shapiro L & 
Scherer P. 1998). Estos trímeros se forman a partir de la asociación de tres monómeros por sus 
dominios globulares. La forma monomérica de la adiponectina no se ha localizado en plasma y 
parece que sólo está presente dentro de los adipocitos. A partir de la asociación de trímeros, es 
como se forman las estructuras de alto orden molecular u oligómeros o multímeros. Estos 
oligómeros se forman a través de las interacciones existentes entre las triples hélices de 
colágeno, y se construyen mediante la asociación de cuatro a seis trímeros a través de sus 
dominios de colágeno (Shapiro L & Scherer P. 1998). Estas estructuras oligoméricas se pueden 
encontrar circulando en plasma (Figura 3). Cuando el monómero de adiponectina no presenta el 
Figura 2. Estructura proteica de adiponectina. Posee una secuencia señal en el extremo NH2-terminal, seguida de un 














de alto peso 
molecular
Trímeros: asociación de 
tres monómeros por sus 
dominios globulares 
Oligómeros: asociación de 
cuatro a seis trímeros por sus 
dominios de colágeno 
Figura 3. Conformación estructural de la adiponectina. Tres monómeros de adiponectina se 
asocian dando lugar a trímeros, los cuales a su vez se asocian dando lugar a oligómeros. 
Oligómeros de adiponectina circulan en plasma a concentraciones de 5 a 30 µg/ml. 
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dominio de colágeno, el dominio globular también es capaz de ensamblarse formando trímeros 
(forma globular), pero éstos no son capaces de configurar estructuras de orden superior (Berg 
AH et al. 2002). Por tanto, parece clara la importancia que tienen las interacciones entre ambos 
dominios, globular y de colágeno, en asegurar la estabilidad y actividad de las estructuras 
multiméricas. Así por ejemplo, el trabajo de Scherer P et al. (1995), mostró que la adiponectina 
expresada por adipocitos 3T3-L1 forma trímeros, hexámeros y multímeros largos. Por su lado 
los trabajos de Tsao TS et al. (2002), y Arita Y et al. (1999), encontraron la existencia de tres 
especies de adiponectina distintas en suero, y el trabajo de Waki H et al. (2003), a partir de 
adiponectina humana y de ratón que circula en plasma y de adiponectina expresada en 
adipocitos o E. coli, observó la presencia de un amplio rango de estructuras multiméricas que 
van desde los trímeros hasta estructura de alto peso molecular. Este mismo trabajo determinó la 
presencia de un residuo de cisteína en la región amino terminal, responsable de la formación de 
estructuras multiméricas superiores a trímeros. Actualmente, en la bibliografía se clasifica a los 
distintos complejos oligoméricos de adiponectina presentes en la circulación como complejos de 
bajo peso molecular, de mediano peso molecular y de alto peso molecular (Tsao TS et al. 2003, 
Wang Y et al. 2005). 
3. Localización cromosómica 
El análisis de la localización cromosómica del gen de adiponectina, así como el estudio 
del patrón de expresión, fue desarrollado en ratón por Das K et al., en el año 2001. Este grupo 
demostró que la secuencia del gen de adiponectina consta de tres exones separados entre sí por 
dos intrones, siendo la longitud del gen de 20 kb. El primer exón consta de 30 bases y se 
encuentra 8.5 kb upstream del exón II, que consta de 229 bases. El exón II contiene una 
metionina de inicio y codifica alrededor de la mitad del dominio de colágeno de adiponectina. 
El intrón II contiene 1626 bases y está seguido por el exón III que codifica la otra mitad del 
dominio de colágeno, el dominio globular completo y la región 3’-no traducida del ADNc. 
Estudios llevados a cabo en humanos, muestran que la estructura de intrones y exones del gen, 
se encuentra muy conservada entre ambas especies, ratón y humano. En humanos, el gen de 
adiponectina se extiende a lo largo de 16 kb, y se compone de tres exones y dos intrones. La 
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localización del gen de adiponectina en ratón, está en una posición situada a un 26% de 
distancia de la heterocromatina-eucromatina que limita con el telómero del cromosoma 16, 
siendo un área que se corresponde con la banda B3-B4. En humanos, el gen de adiponectina se 
localiza en el cromosoma 3q27. Estudios realizados confirman que el gen homólogo de Acrp30 
en humanos se localiza en el cromosoma 3q27 sinténico al locus de ratón 16B3-B4. Sin 
embargo, un trabajo publicado por Schäffler A et al., en el año 1999, mostraba como el locus de 
adiponectina en humanos mapeaba en el cromosoma 1 dentro del intervalo comprendido entre 
1q21.3-q23, que se corresponde con un locus de susceptibilidad a la Hiperleptinemia 
Combinada Familiar (HCF). En contraposición a los resultados de Schäffler A et al., y de 
acuerdo con el grupo de Das K et al., dos trabajos publicados en los años 1999 y 2000, 
realizados en humanos, sitúan la localización del gen de adiponectina en el cromosoma 3q27 
(Saito K et al. 1999, Takahashi M et al. 2000). 
A nivel de ARNm esta proteína presenta en ratón dos tipos de transcriptos, uno 
mayoritario de 1.2 kb, y otro de 4.5 kb (Das K et al. 2001). Sin embargo, en humanos se expresa 
de forma exclusiva el transcripto de 4.5 kb (Hu E et al. 1996). La expresión del ARNm de 
adiponectina se concentra mayoritariamente en el tejido adiposo, dentro de los adipocitos, tanto 
en ratón como en rata. En ratón se ha visto que el ARNm de AdipoQ es entre 50-100 veces más 
abundante que en otros tejidos. En rata la distribución del mensajero también está muy 
restringida al tejido adiposo, pero en esta especie aparecen tres ARNm distintos, de 2.5, 1.8, y 
1.2 kb, siendo los tres específicos de este tejido (Hu E et al. 1996). 
4. Características generales del tejido adiposo 
Tradicionalmente, se ha visto al tejido adiposo como un reservorio pasivo para el 
almacenamiento de energía. Desde el año 1987, este punto de vista comenzó a cambiar al 
identificarse como un importante sitio para el metabolismo de esteroides sexuales (Siiteri PK. 
1987), y producción de adipsina. La identificación posterior y caracterización en el año 1994 de 
leptina, estableció al tejido adiposo como un firme órgano endocrino (Zhang Y et al. 1994). El 
tejido adiposo secreta un numero de péptidos bioactivos y proteínas llamada “adipocitoquinas”, 
que actúan tanto de forma local (autocrina/paracrina), como de forma sistémica (endocrina). 
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Todos estos factores derivados del tejido adiposo están jugando un papel importante en la 
regulación de la homeostasis corporal, mediante la regulación de numerosos procesos 
biológicos y fisiológicos. Entre estos procesos cabe destacar la regulación de la ingesta de 
comida, balance energético, función reproductora, función inmune, acción de la insulina, 
metabolismo de glucosa y lípidos, angiogénesis y remodelado vascular, y regulación de la 
coagulación y presión sanguínea (Guerre-Millo M. 2004). Además, el tejido adiposo tiene la 
capacidad de integrar señales procedentes de otros órganos y responder regulando la secreción 
de múltiples proteínas. Esta respuesta, como participante de la homeostasis energética corporal, 
puede afectar de forma negativa o positiva a otros sistemas, dependiendo del estado funcional 
del tejido.  
La importancia de la función endocrina que desempeña el tejido adiposo, se ha puesto 
de manifiesto por las consecuencias metabólicas adversas tanto del exceso como de la 
deficiencia del tejido adiposo. El exceso de tejido adiposo u obesidad, en particular obesidad 
visceral, se asocia con resistencia a insulina, hiperglucemia, dislipemia, hipertensión, y con 
estados pro-trombóticos y pro-inflamatorios. Todas estas características estarían englobadas 
dentro del termino actualmente designado como Síndrome Metabólico o Síndrome X (Sowers 
JR. 2003). Por su parte, la deficiencia de tejido adiposo o lipodistrofia, se asocia también con 
rasgos del síndrome metabólico tanto en humanos como roedores (Kershaw EE & Flier JS. 
2004). La cantidad de triglicéridos almacenados dentro de cada célula adiposa es un importante 
determinante del tamaño del tejido adiposo (WAT).Se sabe que todas las adipocitoquinas son 
















Figura 4. El tejido adiposo secreta una serie de moléculas 
denominada adipocitoquinas. La secreción se éstas se ve alterada en 
obesidad.
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que explicaría la unión entre el tamaño de los depósitos adiposos y el ratio de producción de una 
adipocitoquina específica, sigue, en la mayoría de los casos, sin estar definida. Por tanto, 
actualmente el tejido adiposo está reconocido como un órgano implicado en la patogénesis de 
los distintos desordenes metabólicos derivados del exceso y deficiencia del mismo. 
Los adipocitos son un tipo celular de gran relevancia. Son células capaces de almacenar 
el exceso de energía en forma de lípidos, y además son capaces de cambiar drásticamente su 
tamaño de acuerdo con las necesidades metabólicas. Esto supone una gran capacidad de 
crecimiento para este tejido, haciendo de él quizás el único tejido corporal con capacidad de 
aumentar de tamaño de forma drástica sin un cambio del fenotipo celular (Rajala MW & 
Scherer PE. 2003). 
El tiempo de desarrollo en el cual los adipocitos están totalmente diferenciados varía 
entre especies. En ratón existe muy poco o casi no existe acumulación de lípidos en el 
nacimiento. Es tras este momento, en las siguientes 24 horas, cuando la morfología 
característica del adipocito se desarrolla (Wang ND et al. 1995). Por otro lado, en rata los 
adipocitos aparecen en estadíos tempranos del desarrollo, existiendo ya acumulación de 
triacilglicerol antes del parto (Teruel T et al. 1995). La expresión de adiponectina en ratón 
puede ser detectada en estadíos tardíos de la embriogénesis, en el día 17 de gestación (Das K et 
al. 2001). No existen datos bibliográficos a este respecto en rata y humanos. 
5. Síntesis de adiponectina 
Hasta muy recientemente, se creía que adiponectina se expresaba única y 
exclusivamente en adipocitos, siendo su expresión inducida unas 100 veces durante la 
diferenciación de éstos (Scherer PE et al. 1995). En el período de diferenciación de fibroblastos 
3T3-L1 a adipocitos (adipogenésis), la expresión de la hormona se ve inducida de forma muy 
fuerte entre los días 2 y 4, coincidiendo con la expresión temporal de otras proteínas 
características de adipocitos como GLUT4 (Charron MJ et al. 1989) y Rab3D (Baldini G et al. 
1992). Estudios de desarrollo embrionario en ratón, mostraron que la expresión de adiponectina 
puede ser detectada en estadíos tardíos de la embriogénesis, en el día 17 de gestación (Das K et 
al. 2001).  
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Recientemente, son varios los autores que han demostrado la síntesis de adiponectina en 
tejidos diferentes al adiposo. Así, en el año 2001, Yoda-Murakami M et al., demostraron que la 
expresión de adiponectina se veía elevada de forma muy marcada en hígado de ratones, tras la 
administración de tetracloruro de carbono (CCl4). Este trabajo demuestra de forma clara la 
síntesis de la hormona por células hepáticas, y supone la primera demostración de que esta 
adipocitoquina se expresa en células no adipocíticas. Posteriormente, el trabajo presentado por 
Staiger H et al. (2003), muestra como la expresión de adiponectina es inducida en miotubos 
humanos mediante la incubación con un sobrenadante enriquecido con adiponectina, procedente 
del cultivo de células HEK293. La expresión del gen de adiponectina se veía regulada 
positivamente, lo que sugería un posible efecto autocrino de la hormona. Más recientemente, 
Berner HS et al. (2004), demostraron como osteoblastos primarios humanos in vitro, son 
capaces de expresar adiponectina y como la hormona está regulada en células óseas. Por su 
parte, Delaigle AM et al. (2004), demostraron la inducción, por parte de citoquinas 
inflamatorias, de la expresión de 
adiponectina en músculo esquelético de 
ratones. Comprobaron como la 
administración de varias citoquinas 
inflamatorias era capaz de inducir 
adiponectina en miotubos murinos y 
humanos cultivados (Tabla 1). 
Tabla 1. La expresión de adiponectina solamente se 
ha determinado en cuatro tejidos.
¾ Osteoblastos
¾ Hepatocitos
¾ Células de músculo esquelético (miotubos)
¾ Adipocitos
Demostrada la síntesis de adiponectina en:
6. Receptores de adiponectina 
Los receptores de adiponectina, AdipoR1 y AdipoR2, se clonaron en el año 2003 
(Yamauchi T et al. 2003a). Ambos receptores contienen 7 dominios transmembrana pero 
estructuralmente y funcionalmente son muy distintos de los receptores acoplados a proteínas G 
(Figura 5). El receptor AdipoR1 se expresa abundantemente en músculo, mientras que AdipoR2 
se expresa de forma mayoritaria en el hígado. La homología del receptor 1 entre humanos y 
ratón es de un 96.8%, mientras que para el receptor 2 es de un 95.2%. La afinidad de ambos 
receptores por la hormona varía en función de si ésta se presenta en forma globular o en forma 
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larga. AdipoR1 en humanos y ratón se localiza en el cromosoma 1p36.13-q41 y1 E4, mientras 
AdipoR1 se expresa de forma ubicua, pero
que AdipoR2 en 12p13.31 y 6 F1 respectivamente. 
 principalmente en músculo esquelético. En 
el caso 
topolog
ntrario, para la forma larga de adiponectina existen sitios de 
 de baja afinidad. Mediante la supresión de la expresión de los 
aron que AdipoR1 tiene elevada afinidad por la adiponectina 
 la forma larga, y que AdipoR2 es un receptor de afinidad 
intermedia para ambas formas. Por tanto, los efectos biológicos de la adiponectina no solo van a 
de AdipoR2, aunque se expresa también en muchos tejidos, la mayor expresión aparece 
en el hígado (Figura 6). La estructura proteica de los receptores fue determinada en ratón. 
AdipoR1 consta de 375 aminoácidos con un peso molecular de 42.4 kDa y AdipoR2 consta de 
311 aminoácidos y un peso de 35.4 kDa. El trabajo desarrollado por Yamauchi T et al. (2003a), 
sugiere que estos receptores podrían estar formando homo y heteromultímeros. Además se trata 
de proteínas integrales de membrana, donde el extremo N-terminal se haya en el interior y el 
extremo C-terminal en el 
exterior de la célula. Esta 
disposición sería opuesta a la 
ía de la familia de los 
receptores acoplados a 
proteínas G. 
En este mismo estudio, y trabajando con miocitos C2C12, los autores demostraron que 
existen dos sitios de unión para la
de afinidad intermedia. Por el co
unión de afinidad intermedia y
receptores, los autores observ







Figura 5. Estructura de los receptores de adiponectina AdipoR1 y AdipoR2.  
Ambos receptores presentan 7 dominios transmembrana, pero son estructural
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receptores de adiponectina AdipoR1 y AdipoR2 (Yamauchi et al. 
 adiponectina globular, sitios de unión de elevada afinidad y 
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depender de las concentraciones circulantes y de las isoformas en que se presenta, sino que 
también van a depender de la expresión específica de tejido de los subtipos del receptor. 
6.1. Regulación de los receptores de adiponectina 
Los primeros trabajos desarrollados estudiaron la posible regulación de los receptores 
bajo probó que los niveles de AdipoR1 y 
AdipoR




 condiciones fisiológicas y patológicas. Así, se com
2 aumentan en músculo esquelético e hígado tras ayuno, y que éstos recuperan los 
niveles normales tras nueva alimentación. Asimismo, se comprobó que la insulina puede actuar 
regulando negativamente los niveles de ARNm de ambos receptores (Tsuchida A et al. 2004). 
Estos mismos autores comprobaron que la expresión de los receptores disminuye 
significativamente en tejido adiposo y músculo de ratones ob/ob insulina resistentes, los cuales 
presentan hiperglucemia e hiperinsulinemia. A este hecho se suma la disminución en el número 
de sitios de unión de adiponectina a sus receptores, lo cual supondría un estado de resistencia a 
adiponectina (Tsuchida A et al. 2004). 
Por otro lado, se sabe que los niveles de adiponectina están reducidos en obesidad. Esto 
mismo ocurre a nivel de la expresión 
e la disminución de los niveles de adiponectina junto con la de los receptores interviene 
de forma directa en el desarrollo de resistencia a insulina (Kadowaki T & Yamauchi T. 2005). 
El estudio de la expresión en músculo esquelético de los receptores de adiponectina en 
una población de mexicanos americanos no diabéticos, puso de manifiesto la existencia de un
ión positiva entre la expresión génica de los receptores  y la sensibilidad a insulina. Se 
comprobó que aquellos pacientes que tenían un historial familiar de diabetes tipo 2, presentaban 
menores concentraciones plasmáticas de adiponectina y una menor expresión de los receptores 
respecto a pacientes sin dicho historial (Civitarese AE et al. 2004). De forma similar se ha 
comprobado que el músculo esquelético de pacientes con diabetes tipo 2 presenta una menor 
expresión de los receptores (Debard C et al. 2004). Un estudio similar realizado en pacientes 
con diabetes tipo 2 tratados con rosiglitazona, demostró que el tratamiento además de 
incrementar las concentraciones de adiponectina, tuvo como efecto aumentar la expresión de 
AdipoR1 en el tejido adiposo y disminuirla en el músculo esquelético. Dicho tratamiento no 
 115
Introducción Adiponectina   
 
afectó a la expresión de AdipoR2. Este resultado sugiere la implicación de AdipoR1 como 
mediador del efecto de adiponectina sobre la sensibilización a insulina, de forma tejido 
específica (Tan GD et al. 2005). 
7. Mecanismo de acción de adiponectina 
 Hasta hace poco, las vías de señalización por las que esta hormona ejerce sus efectos 
Los primeros trabajos publicados al respecto 
o un regulador del estado energético de la célula. La 
acti  en los niveles de la relación entre AMP y 
ATP. T
Figura 7. AMPK actúa como un regulador de los  
niveles celulares de energía. Se activa en respuesta 
al aumento de la relación AMP/ATP, para  
incrementar así los depósitos de ATP.
metabólicos eran del todo desconocidas. 
identificaron como proteína fundamental a la quinasa dependiente de AMP (AMPK) (Yamauchi 
T et al. 2002, Tomas E et al. 2002).  
7.1. Quinasa dependiente de AMP (AMPK) 
AMPK es considerada com
vación de esta quinasa viene dada por cambios
odas las células tienden a mantener un equilibrio entre los niveles de AMP y ATP, es 
decir, un equilibrio entre gasto y síntesis de energía. Cuando el balance energético de una célula 
disminuye, esto se ve reflejado en un aumento en la relación AMP/ATP. Esta alteración deriva 
en la activación de AMPK. Una vez activada, AMPK fosforila a una serie de proteínas celulares 
encargadas de aumentar la síntesis de ATP y de disminuir la utilización del mismo (Zinder WW 
& Hardie DG. 1999). Aunque AMPK se activa de forma alostérica por AMP, su activación 
también ocurre por fosforilación en un residuo de treonina Thr-172 dentro de la subunidad 
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Las principales acciones conocidas de AMPK, y por las cuales se pensó que 
adiponectina podía estar actuando a través de esta proteína, eran las que ejercía sobre el 
transporte de glucosa y la oxidación de ácidos grasos. Así, la activación de AMPK induce 
cambios metabólicos que resultarían beneficiosos en pacientes con diabetes tipo 2 y síndrome 
metabólico (Winder WW & Hardie DG. 1999). Estos cambios incluirían un aumento de la 
captación y metabolismo de la glucosa por parte del músculo, una disminución en la producción 
hepática de glucosa, una disminución en la síntesis de ácidos grasos y un aumento en la 
oxidación de los mismos (Hardie DG. 2003). A nivel hepático y de músculo esquelético, existe 
una molécula considerada clásicamente diana de AMPK, ésta es la acetil CoA carboxilasa 
(ACC), implicada en la síntesis de ácidos grasos. La activación de AMPK deriva en la 
fosforilación de ACC, de forma que ésta se inactiva. Además, AMPK activa a la enzima malonil 
CoA decarboxilasa, de forma que se produce una disminución en la concentración intracelular 
de malonil-CoA. Esta molécula es un inhibidor alostérico de la enzima carnitina 
palmitoiltranferasa I, encargada de la transferencia de los ácidos grasos a la mitocondria donde 
se produce la β-oxidación (Rutter GA et al. 2003). Una mayor oxidación de ácidos grasos se 
acompaña de un aumento en la síntesis de cuerpos cetónicos. A nivel hepático una de las 
principales consecuencias de la activación de AMPK es la inhibición de la liberación de insulina 
(Winder WW & Hardie DG. 1999). La utilización de AICAR, un activador específico de 
Figura 8. Acción de adiponectina en el hígado a través de la 
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AMPK ha permitido determinar que AMPK está implicada en la estimulación de la captación de 
glucosa tanto en hígado como en músculo. Este efecto se debe, al menos en gran medida, al 
reclutamiento en la membrana plasmática del transportador de glucosa GLUT 4 (Winder WW & 
Hardie DG. 1999, Rutter GA. 2003). 
En el año 2002 aparecen los primeros trabajos que demuestran que la adiponectina 
ejerce sus efectos a través de AMPK. El trabajo de Yamuchi T et al., muestra como 
adiponectina, tanto forma larga como globular, son capaces de activar AMPK en el músculo 
esquelético. Sin embargo, solo la forma larga de adiponectina tiene el mismo efecto en el 
hígado. La fosforilación de AMPK en miocitos de músculo esquelético deriva en la 
fosforilación de acetil coenzima A carboxilasa (ACC), oxidación de ácidos grasos y captación 
de glucosa. En hígado, dicha activación va acompañada de fosforilación de ACC y reducción de 
la expresión de moléculas involucradas en la gluconeogénesis, lo que supone una disminución 
de los niveles de glucosa in vivo (Figuras 8 y 9). La expresión tanto en miocitos como en 
hepatocitos de un dominante negativo para la subunidad α de AMPK suprime por completo, o 
de forma muy significativa, los efectos inducidos por adiponectina. Por otro lado Tomas E et al. 
(2002), demostraron que la forma globular de adiponectina estimulaba la oxidación de ácidos 
grasos en músculo esquelético activando AMPK e inhibiendo ACC. También observaron como 
la administración de adiponectina inducía un aumento en el trasporte de glucosa mediado por 












Figura 9. Acción de adiponectina en músculo esquelético a 
través de la activación de AMPK. El resultado f inal es una 
mayor sensibilidad a insulina.
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glucosa en adipocitos por un mecanismo dependiente de AMPK. La activación que la 
adiponectina realiza sobre la actividad de AMPK, se vio disminuida de forma significativa al 
estimular las células con un  inhibidor específico de AMPK (araA). Este tratamiento bloqueó 
por completo la captación de glucosa inducida por adiponectina (Wu X et al. 2003). 
Existen algunos otros efectos producidos por adiponectina que están mediados por la 
actividad de AMPK. Por ejemplo, la síntesis de óxido nítrico inducida por adiponectina en 
células del endotelio vascular, es inhibida de forma parcial al expresar en éstas un dominante 
negativo de AMPK (Chen H et al. 2003). La angiogénesis inducida por adiponectina, tanto en 
células endoteliales (Ouchi N et al. 2004), como tras isquemia en tejido (Shibata R et al. 2004b), 
se debe a una estimulación de AMPK. Por último, el trabajo más reciente publicado, indica que 
adiponectina inhibe las señales hipertróficas en el miocardio mediante la activación de la vía de 
AMPK (Shibata R et al. 2004a). 
8. Sistema cardiovascular y adipocitoquinas 
 Las bases moleculares que relacionan al tejido adiposo (en particular el tejido adiposo 
visceral) con enfermedad cardiovascular y desórdenes metabólicos no están totalmente 
esclarecidas. El estudio de la biología de este tejido, y más concretamente de los adipocitos, ha 
puesto de manifiesto como se cita anteriormente, la evidencia de que los adipocitos son capaces 
de producir y secretar una serie de sustancias bioactivas denominadas adipocitoquinas. Este 
hallazgo supone la demostración de que el tejido adiposo es un órgano endocrino cuya acción 
puede estar afectando al funcionamiento de otros órganos a través de la secreción de una amplia 
variedad de adipocitoquinas (Matsuzawa Y. 2005). En el conocimiento de la acción de estas 
moléculas estaría la clave para entender la relación que existe entre el tejido adiposo y 
enfermedad cardiovascular. 
Existen dos tipos de adipocitoquinas. En el primer grupo estarían aquellas secretadas 
exclusivamente por el tejido adiposo, es decir, específicas de éste. El segundo grupo 
correspondería a las adipocitoquinas que son secretadas de forma abundante por el tejido 
adiposo, pero que no son específicas de éste (Matsuzawa Y. 2005). Un ejemplo de la primera 
clase de adipocitoquinas sería leptina, y otro de la segunda clase sería PAI-1. 
 119
Introducción Adiponectina   
 
La importancia del tejido adiposos como órgano endocrino viene dada, además de por la 
cantidad de citoquinas que secreta, por la capacidad que tiene de cambiar drásticamente de 
tamaño (Rajala MW& Scherer PE. 2003). Esto se va a ver reflejado en cambios fenotípicos a 
nivel celular, de forma que se producirá una alteración en el patrón de secreción de las 
adipocitoquinas. Esta derregulación de la producción y secreción de las adipocitoquinas se sabe 
que está involucrada en el desarrollo de enfermedades metabólicas y cardiovasculares 
(Matsuzawa Y. 2005). 
Entre estas adipocitoquinas secretadas se incluye adiponectina, resistina, leptina, 
inhibidor de activador del plasminógeno-1 (PAI-1), factor de necrosis tumoral (TNF)-α, e 
interleuquina-6 (IL-6). En estados de obesidad, estos productos son liberados en cantidades 
anormales. Cada uno de estas sustancias está directamente implicada como causante de uno u 
otros factores de riesgo (Grundy SM. 2004). Así por ejemplo, la expresión de citoquinas como 
TNF-α e IL-6 está aumentada en obesidad, lo cual podría actuar como supresor de la lipolisis y 
por tanto derivar en resistencia a insulina. En el caso de PAI-1, un aumento de su síntesis, 
derivada de obesidad, junto con un aumento del fibrinógeno, contribuiría a un estado 
protrombótico (Grundy SM. 2004). 
8.1. Obesidad, diabetes y síndrome metabólico 
El síndrome metabólico comprende un grupo de alteraciones metabólicas y factores de 
riesgo de enfermedad cardiovascular (CVD), como 
obesidad abdominal, dislipemia (disminución en la 
concentración de lipoproteínas de elevada densidad 
HDL-colesterol o nivel de triglicéridos elevados), 
hipertensión, intolerancia a la glucosa, y estados pro-
inflamatorios y pro-trombóticos (Robinson LE & 
Graham TE. 2004). Todos estos factores tienden a 
coincidir simultáneamente en el individuo afecto. El 






Figura 10. Principales factores de 
riesgo cardiovascular comprendidos 
dentro del síndrome metabólico.
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desde entonces, la atención se ha centrado en la agrupación dentro de este término de obesidad, 
dislipemia, hipertensión y resistencia a insulina (Figura 10). 
 Aunque no están incluidos en los criterios normales de diagnóstico, algunas 
otras anormalidades metabólicas, las cuales tienen particular relevancia en la enfermedad 
cardiovascular, han sido asociadas con el síndrome metabólico. Es el caso de una 
hipertriglicerolemia postprandial, pequeñas partículas densas de colesterol LDL, 
hiperapolipoproteína B, y actividad fibrinolítica empeorada (Haffner SM. 1996). Más 
recientemente, alteraciones en mediadores de la inflamación, como la proteína C reactiva y 
varias citoquinas, se han asociado con síndrome metabólico y riesgo cardiovascular (Yudkin JS 
et al. 1999, Das UN. 2002). 
La obesidad tiene como principal consecuencia física la enfermedad aterosclerótica. 
Una parte muy importante de dicha enfermedad es mediada por la diabetes tipo 2 (Grundi SM. 
2004). Pero este hecho no indica necesariamente que la presencia de obesidad vaya a derivar en 
alteraciones metabólicas o cardiovasculares. La relación existente entre anormalidades 
metabólicas y cardiovasculares, y el grado de obesidad es variable. Tanto los factores genéticos 
como los ambientales tienen una gran incidencia sobre las consecuencias metabólicas y 
cardiovasculares de la obesidad (Figura 11). Por 
tanto, estamos ante una compleja asociación 
entre obesidad central y enfermedad 
cardiovascular. Se ha demostrado que esta 
relación es indirecta y dependiente de un 
aumento en la prevalencia de diabetes, 
hipertensión y dislipemia. Por otro lado, otros 
trabajos hablan de que la obesidad es un factor 
de riesgo independiente. Una de los objetivos principales de la investigación a este nivel, es el 
de identificar rasgos de obesidad capaces de reflejar un incremento en el riesgo de desarrollar 
síndrome metabólico. 
Figura 11. Consecuencias derivadas de las 
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Principalmente la obesidad se define en función del Índice de Masa Corporal (BMI 
body mass index), ya que esta medida correlaciona fuertemente con la grasa corporal total. 
Conjuntamente, uno de los criterios utilizados para la estimación de enfermedad cardiovascular 
y obesidad, es la medida de la circunferencia de la cintura, que definiría el componente de la 
masa corporal que contribuye a síndrome metabólico (Reilly MP & Rader DJ. 2003). La grasa 
abdominal se localiza principalmente en dos compartimentos: subcutánea y visceral. La 
circunferencia de la cintura supone un reflejo del tejido adiposo subcutáneo abdominal y del 
tejido adiposo visceral abdominal. En este aspecto, ambos tipos de grasa parecen estar 
implicados en la determinación de factores de riesgo metabólicos, es decir, son determinantes de 
las complicaciones metabólicas y cardíacas derivadas de obesidad. El exceso de grasa 
abdominal, tanto visceral como subcutánea, está asociado con factores de riesgo metabólico 
(Grundi SM. 2004). Algunos autores apuntan que el exceso de grasa visceral está más 
relacionado con los factores de riesgo metabólico que otros compartimentos (Reilly MP & 
Rader DJ. 2003, Grundi SM. 2004). Esta afirmación viene avalada por el hecho de que la grasa 
visceral se caracteriza por una mayor lipolisis (Matsuzawa Y et al. 1999) y un aumento de 
ácidos grasos libres en el plasma. El aumento de la entrada de estas grasas en el hígado se cree 
que retarda la eliminación de insulina y que aumenta la síntesis lipídica, lo que resultaría en una 
hiperinsulinemia e hiperlipidemia periféricas. Sin embargo, en este punto existe controversia, ya 
que la grasa subcutánea truncal, podría tener un gran impacto sobre los factores de riesgo, más 
que la grasa visceral, debido a su gran tamaño. 
Enfermedad cardiovascular y obesidad, en particular obesidad visceral, se asocian a una 
edad relativamente temprana del desarrollo (McGill HC Jr et al. 2002). El aumento que se está 
produciendo en la prevalencia de obesidad, está íntimamente ligado a la resistencia a insulina 
así como a la incidencia de síndrome metabólico y diabetes tipo 2 (Tabla 2). La resistencia a 
insulina es primaria en la etiología de la diabetes tipo 2, y a su vez estaría ligada a la amplia 
serie de anormalidades metabólicas presentes en el síndrome metabólico, como hipertensión, 
hiperlipidemia, aterosclerosis, etc. (Kahn BB & Flier JS. 2000). El término resistencia a insulina 
significa resistencia a los efectos de la insulina sobre la captación, metabolismo, o 
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•Aterosclerosis prematura
Tabla 2. Principales factores asociados a obesidad implicados en el 
aumento de riesgo cardiovascular.
•Hipertrofia ventricular izquierda
•Aumento en la viscosidad de la sangre
•Producción aumentada de TNF-α e IL-6
•Incremento en suero de los niveles de proteína C reactiva
•Concentraciones séricas de fibrinógeno y PAI-1 aumentadas
•Pequeñas partículas densas de LDL
•Concentraciones séricas aumentadas de Apolipoproteína B
•Niveles bajos de HDL-C y altos de triglicéridos en suero
•Resistencia a insulina / hiperinsulinemia
Factores de riesgo cardiovascular asociados con obesidad visceral
almacenamiento de la glucosa. La acción de la insulina consiste en disminuir los niveles de 
glucosa a consecuencia de suprimir la producción de glucosa hepática y aumentar la captación 
de glucosa en músculo y grasa. Por tanto, la resistencia a insulina en obesidad y diabetes tipo 2, 
supone una disminución en el transporte y metabolismo de la glucosa de adipocitos y músculo 
esquelético; y un empeoramiento en la supresión de la liberación de glucosa hepática (Kahn BB 
& Flier JS. 2000). Esta disfunción vendría dada, en parte, por un empeoramiento en la 
señalización de la insulina en los tejidos diana, y una disminución de la expresión del principal 
transportador de glucosa activado por insulina GLUT4 (Kahn BB & Flier JS. 2000). Este último 
factor es el principal determinante en el empeoramiento del transporte de glucosa en adipocitos. 
Sin embargo, en músculo esquelético de obesos y diabéticos, la expresión de GLUT4 es normal, 
siendo el causante del empeoramiento en el transporte, un fallo en la translocación o fusión de 
las vesículas de GLUT4 con la membrana plasmática (Kahn BB & Flier JS. 2000). 
Recientemente se ha demostrado como resistencia a insulina en cardiomiocitos, al igual que en 
músculo esquelético, está asociada a un empeoramiento en la translocación del transportador 
GLUT4 (Rosenblatt-Velin N et al. 2004). 
8.2. Regulación de los niveles de adiponectina en plasma y tejido adiposo por factores 
de riesgo cardiovascular 
Hu E et al. (1996), encontraron que los niveles de expresión del transcripto de 
adiponectina estaban disminuidos en el tejido adiposo de ratones obesos ob/ob frente al de 
ratones de cepa salvaje. Posteriormente un trabajo realizado en humanos, demostró que los 
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niveles plasmáticos de adiponectina estaban disminuidos en pacientes obesos frente a pacientes 
sin sobrepeso (Arita Y et al. 1999). Este dato era sorprendente porque contrastaba con las otras 
adipocitoquinas, cuyos niveles están aumentados en obesidad de forma proporcional al aumento 
de la masa grasa corporal. Por otro lado, se ha comprobado como una disminución del peso 
corporal va acompañado de un aumento de adiponectina en plasma (Berg AH et al. 2001, Yang 
WS et al. 2001). Durante la etapa adulta, la obesidad se caracteriza por una hipertrofia de los 
adipocitos, consistente en un aumento del tamaño de éstos, lo que deriva en la secreción de una 
serie de sustancias causantes de resistencia a insulina (Kadowaki T et al. 2003). Otro estudio 
presentado por Hotta K et al. (2000), mostró que los pacientes diabéticos presentaban unos 
niveles de adiponectina menores que los no diabéticos, y que éstos eran particularmente bajos 
en individuos con enfermedad coronaria (coronary artery disease, CAD), lo que sugiere una 
posible unión con aterosclerosis (Figura 12). 
En otro trabajo publicado por Hotta K et al. (2001), se estudiaron los niveles de 
adiponectina durante la progresión de diabetes tipo 2, utilizando para ello un modelo animal, en 
monos rhesus, predispuesto a desarrollar resistencia a insulina. Estos autores encontraron que 
los niveles de adiponectina disminuían en paralelo a la progresión de la diabetes. Los niveles de 
adiponectina se correlacionaron negativamente con peso corporal, peso graso corporal y niveles 
de insulina en reposo; y se correlacionaron positivamente con la captación de glucosa mediada 
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por insulina. Esto quiere decir que el desarrollo de hiperinsulinemia es un posible mecanismo 
supresor de adiponectina. Estos resultados fueron corroborados en humanos por un estudio 
cuyas conclusiones fueron que una disminución en los niveles de adiponectina 
(hipoadiponectinemia) tienen una mayor relación con resistencia a insulina e hiperinsulinemia 
que con otros parámetros metabólicos como obesidad y tolerancia a glucosa (Weyer C et al. 
2001). Un estudio muy claro fue el desarrollado en los indios Pima de Arizona. Esta población 
tiene la prevalencia de diabetes tipo 2 más alta conocida, y en ella, la resistencia a insulina se 
asocia a concentraciones bajas de adiponectina. Los resultados de este estudio muestran como 
los pacientes presentan niveles de adiponectina disminuidos frente a los controles, y que los 
individuos con concentraciones más bajas son más propensos a desarrollar diabetes tipo 2 que 
los individuos con mayores concentraciones (Lindsay RS et al. 2002). Tomados en conjunto, 
estos resultados estarían sugiriendo que niveles disminuidos de adiponectina en plasma podrían 
estar contribuyendo en la patogénesis de la resistencia a insulina y diabetes tipo 2. Sin embargo, 
la hiperinsulinemia por sí sola no parece ser responsable de los niveles disminuidos de 
adiponectina, ya que en estadíos tardíos de diabetes tipo 2, donde los niveles de insulina 
circulantes están disminuidos, la adiponectina permanece disminuida (Figura 12).  
 La relación existente entre adiponectina y la concentración sérica de lípidos también se 
ha estudiado. Existe correlación negativa entre los niveles circulantes de adiponectina y de 
triglicéridos, mientras que ésta se presenta positiva con los niveles de colesterol HDL, en 
pacientes con diabetes tipo 2 (Hotta K et al. 2000). El trabajo presentado por Matsubara et al. 
(2002), realizado sobre una serie de mujeres no diabéticas con dislipemia, demostró una 
correlación negativa de concentraciones plasmáticas de adiponectina con el nivel de 
triglicéridos, el índice aterogénico (colesterol total/ colesterol HDL) y apolipoproteínas B y E; 
mientras que correlacionaba positivamente con niveles séricos de colesterol HDL y 
apolipoproteínas A-I. Estos resultados plantean una asociación entre los niveles bajos de 
adiponectina (hipoadiponectinemia) y factores ateroscleróticos involucrados en el desarrollo de 
síndrome metabólico (Figura 12). 
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Atendiendo a todos estos datos, parece claro que los niveles de adiponectina guardan 
relación con la probabilidad de desarrollar enfermedad cardíaca. Se ha comprobado que niveles 
plasmáticos de adiponectina correlacionan negativamente con los niveles de proteína C reactiva 
(PCR) (Ouchi N et al. 2003). Ratones deficientes en adiponectina presentan una expresión 
elevada de PCR, lo que indica que adiponectina regula negativamente la expresión de esta 
proteína (Ouchi N et al. 2003). Por su parte, un trabajo presentado por Pischon T et al. (2004), 
muestra que concentraciones elevadas de adiponectina se asocian con un menor riesgo de sufrir 
infarto de miocardio en varones. También se ha demostrado que el hecho de presentar 
hipoadiponectinemia supone un factor de riesgo independiente para sufrir hipertensión 
(Iwashima Y et al. 2004), y que los niveles de adiponectina están disminuidos en pacientes con 
hipertensión arterial (Adamczak M et al. 2003) (Figura 12). 
9. Efectos metabólicos de adiponectina 
9.1. Metabolismo de la glucosa 
Son varios los estudios que han puesto de manifiesto una clara relación entre 
adiponectina e insulina. Así, en el año 2001, Berg AH et al., publicaron un trabajo desarrollado 
en ratones salvajes, ratones ob/ob (obesos y diabéticos tipo 2), y ratones NOD (no obesos y 
diabéticos tipo 1), con claras diferencias en los niveles de insulina entre unos y otros. En todos 
estos animales la inyección de la forma larga de 
adiponectina, sintetizada en mamíferos, producía 
una disminución significativa de los niveles de 
glucosa de forma independiente a los niveles de 
insulina. La conclusión extraída de este trabajo es 
que los efectos de la adiponectina no parecen estar 
mediados por un aumento de insulina en plasma. El 
mecanismo subyacente en todos los modelos al 
efecto de la adiponectina es el mismo: lograr la 
sensibilización del hígado a la insulina circulante (Figura 13). Este mecanismo fue demostrado 
en este trabajo por una serie de experimentos realizados in vitro con hepatocitos aislados. La 
Figura 13. Adiponectina disminuye la 
síntesis hepática de glucosa, lo que conf iere 
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administración de adiponectina ejercía un efecto sensibilizador a insulina sobre los hepatocitos, 
de forma que se producía una supresión hepática de la liberación de glucosa. Efectos muy 
similares a estos fueron presentados por Yamauchi T et al. (2001), con un trabajo en modelos 
murinos de obesidad, diabetes y lipoatrofia. Utilizando ratones con de diabetes lipoatrófica, 
donde no hay adiponectina en suero, vieron como la infusión de adiponectina mejoraba de 
forma significativa la hiperglucemia e hiperinsulinemia. Este efecto era mayor para la 
adiponectina globular que para la forma larga. Posteriormente, utilizando dos modelos de 
diabetes tipo 2 caracterizados por presentar obesidad, hiperlipidemia, resistencia a insulina e 
hiperglucemia, observaron que la infusión continua de bajas dosis de adiponectina, recuperaba 
los niveles de ésta, hecho que mejoraba de forma significativa la hiperglucemia inducida por 
una dieta rica en grasas y la hiperinsulinemia. En este mismo sentido Combs TP et al. (2001), 
presentaron un trabajo in vivo donde la infusión de adiponectina forma larga se realizaba a 
ratones conscientes durante un clampaje pancreático euglicémico. Este modelo permite 
mantener de forma controlada y en un rango fisiológico los niveles de insulina. El resultado fue 
que dicha infusión disminuía la producción hepática de glucosa en un 65%, siendo este el 
mecanismo por el cual adiponectina disminuye la concentración de glucosa en plasma. Además 
este efecto de la adiponectina estaba acompañado por una disminución de la expresión en el 
hígado de los ARNm de dos enzimas gluconeogénicas, G6Pasa y PEPCK (fosfoenol piruvato 
carboxiquinasa). Esto sugiere que la regulación transcripcional de estas dos enzimas podría 
contribuir al mecanismo de acción de la adiponectina. Todos estos resultados obtenidos en 
modelos animales, abogan por un efecto antidiabético de la adiponectina, y demuestran 
claramente la relación que se presuponía entre adiponectina e insulina en los estudios 
epidemiológicos. 
Esta misma idea ha sido contrastada mediante estudios  realizados a nivel celular. Así, 
los trabajos presentados por Maeda N et al. (2002), y Yamauchi T et al. (2002), mostraron como 
la administración de adiponectina a miocitos de músculo esquelético C2C12, tenía un claro 
efecto inductor de la captación celular de glucosa. Los resultados mostraron una estimulación de 
la captación basal de glucosa y de la inducida por insulina. Este mismo efecto se ha contrastado 
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en un trabajo desarrollado sobre adipocitos, donde la adiponectina fue capaz de estimular la 
captación de glucosa (Wu X et al. 2003). De forma similar, se ha comprobado que la incubación 
del músculo extensor en presencia de adiponectina induce un aumento en la captación de 
glucosa por parte de éste (Tomas E et al. 2002). 
 Que la adiponectina es un importante regulador de la sensibilidad a insulina, también se 
ha puesto de manifiesto mediante la generación de ratones deficientes en adiponectina 
(knockout). La reducción parcial de la expresión del gen de adiponectina (ratones adipo+/-) 
supuso un grado medio de resistencia a insulina respecto a ratones salvajes, y la supresión total 
de la expresión del gen (ratones adipo-/-) supuso una resistencia mucho mayor que la del ratón 
adipo+/-. Esto se determinó observando que los efectos de la insulina estaban alterados de 
manera significativa en los ratones deficientes homocigotos respecto a los heterocigotos y los 
salvajes. Estos resultados suponen la constatación de que la acción de la adiponectina es 
necesaria para una regulación normal de la sensibilidad a insulina y la homeostasis de la glucosa 
in vivo (Kubota N et al. 2002). 
9.1.1. Tiazolidinedionas y adiponectina 
 La extensa utilización de las tiazolidinedionas (TZDs) como tratamiento de la 
resistencia a insulina y diabetes, y los resultados obtenidos a partir de ello, han permitido 
ahondar en la estrecha unión que presentan los niveles de adiponectina y la resistencia a 
insulina. Las TZDs son drogas sensibilizadoras a insulina que mejoran la resistencia a insulina y 
disminuyen los niveles en plasma tanto de insulina como de glucosa. Esto se ha determinado 
mediante el uso de modelos genéticos de obesidad. El PPAR-γ (peroxisome proliferator-
activated receptor) es un factor de transcripción activado por ligando, implicado en la regulación 
de la diferenciación de adipocitos y de múltiples genes de éstos. Se ha comprobado que la 
administración de TZDs es capaz de aumentar las concentraciones plasmáticas de adiponectina 
en ratones y humanos resistentes a insulina, y en individuos con diabetes tipo 2. Así, Maeda N 
et al. (2001), vieron como el tratamiento con TZDs era capaz de normalizar y aumentar la 
expresión del ARNm de adiponectina en el tejido adiposo de ratones obesos. En este mismo 
estudio, el tratamiento de adipocitos cultivados con TZDs aumentó la expresión del ARNm y la 
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secreción al medio de adiponectina de forma dosis y tiempo dependiente (Figura 14). La acción 
de las TZDs sobre la expresión de adiponectina está mediada por un aumento de la actividad del 
promotor del gen de ésta (Maeda N et al. 2001), aunque no está claro que en el gen de 
adiponectina exista un elemento de respuesta a 
PPAR-γ. Parece ser que la regulación sobre 
adiponectina se debe más a la acción de PPAR sobre 
otros genes inducibles que a la acción específica sobre el 
elemento de respuesta a PPAR (Barth N et al. 2002). 
Tanto el estudio de Maeda N et al. (2001), como el 
presentado por Combs TP et al. (2002), muestran que los 
niveles plasmáticos de adiponectina se ven 
afectados por agonistas PPAR-γ en ratones obesos y 
normales. Combs TP et al., encontraron que el tratamiento con agonistas PPAR-γ aumentó los 
niveles plasmáticos de adiponectina en ratones obesos y diabéticos (db/db), y de forma similar 
en un modelo no genético de diabetes tipo 2. Asimismo, en pacientes que presentaban una 
resistencia a insulina severa, asociada con una mutación en PPAR-γ dominante negativa, los 
niveles de adiponectina estaban disminuidos 5 veces. El hecho de que adiponectina mejore la 
tolerancia a la glucosa debido a su efecto sensibilizador a insulina, permite pensar que el efecto 
que las TZDs tienen sobre la expresión de adiponectina pueda ser responsable, al menos de 
forma parcial, de la acción hipoglucemiante que éstas ejercen sobre pacientes con diabetes tipo 
2. 
Figura 14. Los fármacos 
antidiabéticos tiazolidinedionas
(TZDs) aumentan la expresión 






9.2. Metabolismo de lípidos 
 Los efectos reductores de la adiponectina sobre la resistencia a insulina (efectos 
antidiabéticos) en ratones obesos se han relacionado con una disminución de los niveles de 
ácidos grasos en plasma y del contenido de triglicéridos en músculo e hígado. (Fruebis J et al. 
2001, Yamauchi T et al. 2001).  Se sabe que un aumento en el contenido de ácidos grasos dentro 
de un tejido deriva en un estado de resistencia a insulina. Este hecho se debe a alteraciones en la 
vía de señalización de la insulina, que deriva en problemas en la translocación de los 
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transportadores de glucosa (GLUT4) a la membrana plasmática, lo que supone una deficiencia 
en la captación de glucosa (Shulman GI. 2000). Fruebis J et al. (2001), utilizaron como modelo 
de estudio ratones alimentados con una dieta rica en grasas y azúcares. En estos animales la 
inyección de adiponectina globular disminuyó de forma significativa los niveles en plasma de 
ácidos grasos libres (FFAs), glucosa y triglicéridos (el efecto de la forma larga de adiponectina 
fue menor sobre los ácidos grasos y no detectable sobre la glucosa), de forma independiente a 
cambios en los niveles de leptina, insulina o glucagón. La disminución en los niveles de ácidos 
grasos libres se explicó diciendo que la adiponectina aumenta la eliminación de éstos de la 
circulación promoviendo la captación celular. Además, Fruebis J et al., vieron que la 
administración de adiponectina globular producía una reducción de peso de forma significativa 
en ratones alimentados con un dieta rica en grasas, y que cuando esta administración era 
crónica, la ganancia de peso se prevenía. La explicación de estos resultados la obtuvieron al 
demostrar que la hormona era capaz de incrementar la oxidación mitocondrial de ácidos grasos 
en el músculo. 
Estos resultados permiten especular que si la adiponectina disminuye los niveles 
plasmáticos de FFAs y aumenta la oxidación de ácidos grasos en el músculo, también puede 
reducir el efecto inhibitorio que los FFAs tienen sobre la señalización de la insulina en este 
tejido (Figura 15). Esta hipótesis quedó demostrada al observarse que la administración de 
Figura 15. Adiponectina reduce los niveles  
plasmáticos de ácidos grasos libres y aumenta la 
oxidación de estos en el músculo esquelético e  
hígado, disminuyendo así el contenido de  














                                                                                                                               Introducción Adiponectina 
 
adiponectina a ratones lipoatróficos aumentaba la fosforilación del receptor de insulina y del 
substrato 1 del receptor (IRS-1) en músculo esquelético (Yamuchi T et al. 2001). El efecto sobre 
la señalización de la insulina estaba mediado por una disminución en el contenido en el tejido de 
triglicéridos tras la administración de adiponectina. Además, esta disminución de los 
triglicéridos se debía a un aumento en la expresión de moléculas implicadas en el transporte de 
ácidos grasos (CD36), combustión de la energía (ACO), y disipación de la misma (UCP2) 
(Yamauchi T et al. 2001). Estos resultados validan la explicación planteada por Fruebis J et al., 
sobre la captación celular de los ácidos grasos. Curiosamente, aunque el efecto final de la 
adiponectina sobre el hígado era disminuir la resistencia a insulina, lo hacía de forma distinta 
respecto al músculo esquelético. Es decir, en hígado también se disminuía el contenido de 
triglicéridos, pero no era debido a un aumento de la expresión de moléculas implicadas en el 
metabolismo de ácidos graso. En este caso el efecto fue el contrario, hubo una disminución de la 
expresión de moléculas implicadas en el transporte de ácidos grasos, con lo que la entrada de 
éstos se vio disminuida (Yamauchi T et al. 2001). Por último, y en concordancia con los 
resultados de Fruebis J et al., Yamauchi T et al., demostraron un incremento en la oxidación de 
los ácidos grasos en el músculo, pero no en hígado, de ratones diabéticos tipo 2 y obesos. Esto 
disminuye el contenido de triglicéridos y se asocia a una bajada de los niveles séricos de los 
mismos. 
La creación de ratones knockout para el gen de adiponectina aportó nuevos datos sobre 
el papel de la adiponectina en el metabolismo de lípidos y resistencia a insulina (Maeda N et al. 
2002). Este ratón presentaba un catabolismo de los ácidos grasos libres alterado. La expresión 
en músculo esquelético del ARNm de FATP-1, transportador de ácidos grasos, estaba 
disminuida respecto a ratones salvajes. Al someter a estos ratones a una dieta rica en grasas y 
azúcares, las concentraciones plasmáticas de glucosa e insulina eran significativamente mayores 
que las de un ratón de cepa salvaje. Esto significaba que el grado de resistencia a insulina era 
mayor, acompañado de concentraciones plasmáticas de ácidos grasos libres mayores. La sobre 
expresión de adiponectina mediante infección con un adenovirus, disminuyó de forma acusada 
los niveles plasmáticos de glucosa, insulina y ácidos grasos libres. La sobreproducción de 
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adiponectina mejoró la ya empeorada sensibilidad a insulina del ratón knockout tratado con una 
dieta rica en grasas y azúcares (Maeda N et al. 2002). 
10. Propiedades anti-aterogénicas y anti-inflamatorias de adiponectina 
La aterosclerosis se considera una enfermedad inflamatoria. Las lesiones 
ateroscleróticas en un primer momento se originan por la activación de las células endoteliales a 
través de una serie de estímulos inflamatorios, como puede ser el TNF-α (Ouchi N et al. 1999). 
Esta activación va a desencadenar la expresión de las llamadas moléculas de adhesión. Se ha 
visto que la expresión de dichas moléculas desempeña un papel muy importante en la regulación 
de reacciones inflamatorias en diversos tipos celulares. La aparición de las moléculas de 
adhesión va a producir un aumento en la adherencia de los monocitos circulantes (Ross R. 
1993). La adhesión de los monocitos  al endotelio arterial se considera un proceso fundamental 
en el desarrollo de enfermedades vasculares (Ross R. 1993) (Figura 16). 
Son muchos los trabajos acerca de las propiedades anti-aterogénicas y anti-inflamatorias 
de la adiponectina. La posible relación entre adiponectina y aterosclerosis se planteó 
inicialmente al observarse que las concentraciones plasmáticas de adiponectina estaban 
disminuidas en pacientes con enfermedad coronaria (CAD) (Ouchi N et al. 1999, Hotta K et al. 
2000). El desarrollo de estudios inmunohistológicos ha permitido determinar que la 
adiponectina plasmática se une a las paredes vasculares cuando el endotelio está dañado 
(Okamoto Y et al. 2000). En otra serie de estudios in vitro, se mostró como dosis fisiológicas de 
adiponectina eran capaces de inhibir la adhesión de monocitos al endotelio inducida por TNF-α 
y la expresión de moléculas de adhesión, tales como la molécula de adhesión vascular-1 
Figura 16. Representación sobre un corte transversal de una arteria 
del proceso de  desarrollo de aterosclerosis.
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(VCAM-1), E-selectina y la molécula de adhesión intracelular-1 (ICAM-1) (Ouchi N et al. 
1999). Este resultado permite pensar que si adiponectina es capaz de regular la respuesta 
inflamatoria, también podría prevenir procesos ateroscleróticos. También se ha comprobado que 
es capaz de suprimir los cambios inflamatorios inducidos por TNF-α en células endoteliales, 
modulando la actividad del factor nuclear κB (NFκB), un factor de transcripción involucrado en 
la respuesta inflamatoria (Ouchi N et al. 2000). Además se ha visto que adiponectina no sólo es 
capaz de inhibir la acción de TNF-α, sino que también inhibe su producción (Yokota T et al. 
2000). Este mismo estudio demuestra que adiponectina inhibe la capacidad fagocítica de los 
macrófagos adultos. Otro trabajo in vitro presentado por Ouchi N et al. (2001), mostró la 
capacidad de esta hormona para suprimir la transformación celular de macrófago a célula 
espongiforme inducida por TNF-
α, inhibiendo la secreción de éste 
por parte de los macrófagos 
monocito. Todos estos estudios 
ponen de manifiesto las 
propiedades anti-inflamatorias de 
la adiponectina, y que ésta actuaría 
como un factor anti-aterosclerótico 
sobre las células del endotelio 
(Figura 17). 
A este respecto, se han desarrollado trabajos in vivo mediante la utilización de modelos 
de ratón. Un trabajo muy interesante fue el publicado por Maeda N et al. (2002). Estos 
investigadores desarrollaron un ratón knockout para adiponectina, en el que vieron que la 
expresión de ARNm de TNF-α, en tejido adiposo, estaba aumentada respecto a ratones salvajes. 
Este aumento en la expresión del ARNm estaba acompañado por un aumento de las 
concentraciones plasmáticas de TNF-α. Cuando estos ratones se infectaron con un adenovirus 
capaz de producir adiponectina, los niveles de TNF-α, tanto de ARNm como de proteína 
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disminuyeron. Por otro lado, ratones deficientes en adiponectina presentan un engrosamiento 
severo de la neoíntima (Matsuda M et al. 2002, Kubota N et al. 2002) y un daño arterial muy 
grave, acompañado por un incremento en la proliferación de las células del músculo liso 
vascular. La administración de adiponectina exógena inhibe este engrosamiento, es decir, atenúa 
la proliferación de la neoíntima, devolviendo los niveles a los de un ratón salvaje (Matsuda M et 
al. 2002). La utilización de ratones deficientes en apolipoproteína E (apo E-/-), ha sido de gran 
ayuda a la hora de elucidar el papel de adiponectina sobre aterosclerosis. Estos ratones se 
utilizan como modelos experimentales de aterosclerosis in vivo, ya que desarrollan 
hiperlipidemia y lesiones vasculares similares a aterosclerosis en humanos. La infección de 
estos ratones con un adenovirus recombinante, que codifica para adiponectina, conseguía un 
cambio significativo en la expresión de ésta. Dicha sobre-expresión de adiponectina, derivaba 
en una supresión de la progresión de las lesiones ateroscleróticas de los ratones (Okamoto Y et 
al. 2002). Otro modelo de estudio utilizado fue el de ratones transgénicos que expresan el 
dominio globular de adiponectina. Para determinar el efecto que la hormona tiene sobre la 
aterosclerosis, estos ratones fueron cruzados con ratones apoE-/-. El efecto encontrado fue que la 
sobre-expresión de adiponectina en estos ratones suponía una atenuación en la formación de las 
lesiones, disminuyendo la progresión de la aterosclerosis. Esta mejoría se debía a una 
disminución de la expresión del receptor scavenger de clase A y TNF-α, lo que supone una 
reducción en la acumulación de lípidos e inflamación de los macrófagos de la pared vascular 
(Yamauchi T et al. 2003b). Estos trabajos por tanto presentan evidencias claras, in vivo, de que 
la adiponectina está desempeñando un papel protector frente a la aterosclerosis. 
Inhibe la proliferación y migración de células endoteliales
Efectos celulares de la adiponectina a nivel vascular
Tabla 3. Principales acciones anti-aterogénicas y anti-inf lamatorias de adiponectina a nivel vascular.
Reduce el engrosamiento de la neoíntima y la proliferación de células de músculo liso en arterias dañadas
Estimula la angiogénesis
Inhibe efectos del LDL oxidado en células endoteliales, como suprimir la proliferación y la generación de superóxido
Atenúa los efectos de factores de crecimiento sobre células de músculo liso
Reduce los niveles de TNF-α y suprime los efectos inf lamatorios de éste sobre la función endotelial
Suprime la expresión de receptores “scavenger” de las moléculas de adhesión vasculares
Supresión de aterosclerosis
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11. Efectos de la adiponectina sobre la producción de óxido nítrico 
El óxido nítrico (ON) ha sido identificado como un factor derivado del endotelio capaz 
de indu
sulina sobre el metabolismo de la glucosa obedecen en parte al 
efecto i
cir relajación, siendo por tanto un potente vasodilatador (Sarkar D et al. 2001). Además 
de su acción vasodilatadora en los vasos sanguíneos, diversos trabajos muestran su posible 
papel como molécula reguladora de la función cardíaca (Sarkar D et al. 2001). La síntesis de 
ON endógeno ocurre a partir de la oxidación secuencial de L-arginina. En este proceso va a 
intervenir una familia de proteínas que son las sintasas de óxido nítrico, las cuales utilizan 
NADPH y oxígeno como co-substrato. Existen tres sintasas de óxido nítrico: 1) la sintasa 
neuronal (nNOS) o tipo I, la sintasa endotelial (eNOS) o tipo III, y la sintasa inducible (iNOS) o 
tipo II. Las dos primeras se expresan de forma constitutiva y sintetizan ON en respuesta a un 
aumento de Ca2+. La sintasa inducible libera ON en mayor concentración y su inducción en 
ciertos tejidos se da en respuesta a estímulos inflamatorios, y su actividad es independiente de 
Ca2+ (Sarkar D et al. 2001). 
Los efectos de la in
nductor de ésta sobre la producción de óxido nítrico en células endoteliales (Chen H et 
al. 2003). Ya que adiponectina presenta acciones metabólicas muy similares a las de la insulina, 
los primeros estudios realizados a este respecto, trataron de determinar si adiponectina era capaz 
de inducir la producción de óxido nítrico. Esta hipótesis de trabajo se apoyaba en el hecho de 
que ratones knockout para la sintasa endotelial de óxido nítrico (eNOS), desarrollaban 
hipertensión, resistencia a insulina, e hiperlipidemia (Duplain H et al. 2001). Los primeros 
trabajos indicaban que adiponectina, tanto la forma larga como la globular, era capaz de inducir 
la producción de ON en células endoteliales vasculares y aórticas (Chen H et al. 2003, Hattori Y 
et al. 2003). Este incremento en la producción de ON se debía a la activación, mediante 
fosforilación, de eNOS. Un estudio reciente muestra que la hipoadiponectinemia se asocia a un 
empeoramiento en la vasodilatación dependiente de endotelio, de forma independiente a la 
diabetes mellitus (Tan KC et al. 2004), y ensayos realizados in vitro mostraron que la 
adiponectina producía un incremento significativo en la producción de óxido nítrico por parte de 
células endoteliales (Tan KC et al. 2004). La adiponectina presenta además propiedades 
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protectoras sobre el endotelio vascular. El trabajo desarrollado por Motoshima H et al. (2004), 
muestra como la adiponectina es capaz de aumentar la actividad de eNOS inhibida por el 
tratamiento con LDL oxidado de células endoteliales. Además es capaz de inhibir la 
proliferación y síntesis de especies reactivas de oxígeno (ROS) en estas células (Motoshima H 
et al. 2004) (Figura 18). Por último, la asociación beneficiosa entre adiponectina y síntesis de 
óxido nítrico, ha sido puesta nuevamente de manifiesto al demostrarse que adiponectina inhibe 
la apoptosis inducida en células endoteliales por el tratamiento con angiotensina II mediante la 
activación de eNOS (Lin LY et al. 2004). 
Por tanto, teniendo en cuenta la estrecha relación existente entre la regulación de los 
niveles 
 
de adiponectina y los distintos factores de riesgo que conducen al desarrollo de 
enfermedad cardiovascular, así como el hecho de que adiponectina se expresa en tejidos 
distintos al adiposo, esto nos lleva a plantear la hipótesis de que puedan existir mecanismos 
autocrionos/paracrinos de regulación de la viabilidad y el metabolismo cardiomiocitario por 

















Figura 18. Acciones de adiponectina sobre células 
endoteliales. Estimulación de la síntesis de óxido nítrico.
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                                                                                                                                   Objetivos Adiponectina 
 
Los objetivos principales de este trabajo han sido: 
 
1. Determinar la posible expresión génica, síntesis y secreción de adiponectina en 
cardiomiocitos, así como la expresión y síntesis de sus receptores, AdipoR1 y 
AdipoR2. 
 
2. Analizar si adiponectina es capaz de regular la viabilidad y metabolismo de los 
cardiomiocitos. 
 
3. Determinar el efecto de adiponectina sobre el estado de activación de AMPK en 
cardiomiocitos. 
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                                                                                                                   Material y Métodos Adiponectina 
1. Cultivos celulares 
1.1. Cultivo primario de cardiomiocitos neonatales  de rata 
Ver apartado Material y Métodos Hormona de Crecimiento. 
1.2. Línea celular  HL-1 de ratón 
Ver apartado Material y Métodos Hormona de Crecimiento. 
1.3. Cultivo primario de cardiomiocitos humanos 
 Realizado a partir del apéndice atrial derecho de pacientes del Servicio de Cirugía 
Cardíaca del Hospital Clínico Universitario de Santiago de Compostela sometidos a cirugía 
cardiaca. Previamente a la cirugía, los pacientes firmaron un consentimiento informado. Durante 
la cirugía de bypass coronario se realiza una cateterización del atrio derecho para lo cual se 
realiza una sección de éste. Dicha sección, que normalmente se desecha, es la utilizada para la 
realización del cultivo. 
El apéndice atrial u orejuela se seccionó en pequeñas porciones que se lavaron en 
tampón fosfato salino (PBS). Posteriormente se realizaron 5 digestiones enzimáticas en un 
volumen de 1ml por cada digestión.  
La solución enzimática estaba compuesta por 0.25% de tripsina en polvo (Sigma 
Chemical Co. St. Louis, MO, USA), 0.15% de colagenasa (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, 
USA) y 0.02% de glucosa disueltas en tampón PBS (NaCl, 0.15 M). La primera de las 
digestiones, la cual se descarta, fue de 10 minutos, y las cuatro siguientes de 5 minutos.  
Para la obtención de las células, los sobrenadantes se centrifugaron durante 5 minutos a 
1500 rpm a 23-25 ºC. Las células se resuspendieron en medio Iscove’s modified Dulbecco’s 
(Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) suplementado con 10% suero bovino fetal, 0.1 mM 
de β-mercaptoetanol (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) y antibióticos. La siembra de 
las células se realizó sobre superficies tratadas con fibronectina. 
2. Técnicas utilizadas 
2.1. Extracción de ARN mediante TRIzol® 
Ver apartado Material y Métodos Hormona de Crecimiento. 
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2.2. Tratamiento con DNAsas 
Ver apartado Material y Métodos Hormona de Crecimiento. 
2.3. Extracción fenol:cloroforno:alcohol isoamílico 
Ver apartado Material y Métodos Hormona de Crecimiento. 
2.4. Retrotranscripción (RT) 
Ver apartado Material y Métodos Hormona de Crecimiento. 
2.5. Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) 
Ver apartado Material y Métodos Hormona de Crecimiento. 
Los cebadores utilizados en cada una de las reacciones, así como las condiciones de 
amplificación de los mismos quedan reflejadas en las Tablas 1 y 2 respectivamente. 
2.6. Western Blot 
AMPK: 
Se realizó un estudio sobre la posible activación de la quinasa dependiente de AMP 
(AMPK) por parte de adiponectina en células HL-1. La activación de esta proteína depende de 
su estado de fosforilación.   
 Para ello, 5x105 células se deprivaron de suero durante 12 horas en medio ExCell A+B 
y se trataron con adiponectina recombinante de ratón (BioCat GmbH, Heidelberg, Alemania) a 
una dosis de 10µg/ml durante 5, 30 y 120 minutos, con el fin de realizar un estudio tiempo-
respuesta. 
iNOS: 
Se estudió si el tratamiento con adiponectina sobre cardiomiocitos neonatales de rata era 
capaz de inducir la expresión de la sintasa de óxido nítrico inducible (iNOS). El estudio se 
dividió en dos partes.  
En un primer momento se realizó un estudio dosis-respuesta en el que se trataron las 
células con dosis crecientes de adiponectina recombinante de rata (BioCat GmbH, Heidelberg, 
Alemania). Para ello, se sembraron 9x104 células por pocillo en placas de 24. Tras 12 horas de 
deprivación de suero en DMEM, la adiponectina se administró a dosis 1 µg/ml, 5 µg/ml y 10 
µg/ml durante 24 horas. Dentro de estos experimentos, se incorporó el tratamiento con un 
 144
                                                                                                                   Material y Métodos Adiponectina 
inhibidor específico de la actividad de la sintasa, aminoguanidina (Sigma Chemical Co. 
St. Louis, MO, USA). La administración de aminoguanidina (1mM) se realizó 2 horas antes del 
tratamiento con adiponectina, y estuvo presente durante todo el tiempo de tratamiento con la 
hormona. Los medios de cultivo de estos experimentos se recogieron para la determinación de 
la producción de nitritos. 
En una segunda serie de experimentos, se realizó un estudio tiempo-respuesta a la dosis 
de 10 µg/ml. En este caso, 9x104 células se sembraron por pocillo. Tras 12 horas de 
serodeprivación en DMEM, las células se trataron con adiponectina durante 6, 12, 24 y 48 
horas. Los medios de cultivo de estos experimentos se recogieron para la determinación de la 
producción de nitritos. 
Transcurridos los tiempos de tratamiento la reacción se detuvo en hielo y lavando las 
células con PBS frío (4-8 ºC). El lisado celular se realizó añadiendo 50µl de solución de lisis 
(1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl, 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 mM 
NaVO4, 250 mM NaF, 30 mM Pirofosfato sódico, 0.5 M EDTA, 10 µg/ml aprotinina, y 10 
µg/ml leupeptina). Para facilitar la lisis se raspó la superficie de la placa de cultivo.  
Los lisados se transfirieron a tubos de polipropileno y se incubaron en hielo durante 15-20 
minutos. Pasado ese tiempo, se centrifugaron a 14000 rpm 20 minutos a 4 ºC. El sobrenadante 
se transfirió a tubos nuevos y se realizó la cuantificación de la proteína mediante Bio-Rad 
Protein Assay (Bio-Rad Laboratories GmbH, Heidemannstrabe, Munchen). 
 En los ensayos de AMPK, 80 µg de proteína mezclada con un tampón de carga 
(glicerol, azul de bromofenol, β-mercaptoetanol) se separaron mediante electroforesis en un gel 
de acrilamida al 10% SDS-PAGE (10% acrilamida, 0.375 M Tris pH 8.8, 0.1% SDS, 0.1% 
Amonipersulfato y Temed). En el caso de los ensayos de iNOS, en la electroforesis se utilizaron 
40 µg de proteína que se separaron en un gel al 8% de acrilamida SDS-PAGE (8% acrilamida, 
0.375 M Tris pH 8.8, 0.1% SDS, 0.1% Amonipersulfato y Temed). A continuación, se transfirió 
la proteína a membranas de PVDF (Hybond, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, 
Alemania) durante 60 minutos a 90 voltios. Posteriormente, las membranas se bloquearon 
durante 2 horas en tampón TBS-T (20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl  y 0.1% Tween 20) con 5% 
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de leche en polvo desnatada, y se incubaron toda la noche a 4 ºC con un anticuerpo anti-fosfo-
AMPK de conejo (α-pAMPK, 1:1000) (Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, MA, USA), o 
con un anticuerpo anti-iNOS de conejo (α-iNOS, 1 µg/ml) (Upstate Biotechnology, Lake Placid, 
NY, USA),  según el caso, resuspendidos en la solución de bloqueo. Tras la incubación con el 
primer anticuerpo, las membranas se lavaron en TBS-T y se incubaron con el segundo 
anticuerpo anti-IgG de conejo, conjugado con peroxidasa durante 1 hora a temperatura 
ambiente.  Posteriormente, las membranas se lavaron y revelaron con el reactivo ECL-plus para 
fosfo-AMPK, y con ECL para iNOS, siguiendo las instrucciones del fabricante (Amersham 
Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Alemania). 
Con el fin de comprobar las posibles diferencias de carga entre las muestras, las 
membranas se limpiaron con la solución “Stripping” (ver apartado Material y Métodos 
Hormona de Crecimiento), se bloquearon de nuevo en TBS-T + 5% leche en polvo durante 2 
horas a temperatura ambiente, y se incubaron con un anticuerpo anti-AMPK (1:1000; Cell 
Signaling Technology, Inc.), y con un anticuerpo anti-beta actina (1:2000; Sigma Chemical Co. 
St. Louis, MO, USA), según el caso, resuspendidos en solución de bloqueo toda la noche a 4 ºC. 
En este caso el revelado se realizó con el reactivo ECL normal.  
La cuantificación proteica se realizó mediante densitometría de las bandas en un escáner 
Typhoon 9410 Documentation System (Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, 
Alemania), lo que determinó un valor numérico con el cual se pudo hacer la estadística de los 
experimentos realizados. Los valores obtenidos al densitometrar las placas α-pAMPK se 
corrigieron por los valores obtenidos en las placas α-AMPK, de esta forma se pudo cuantificar 
la diferencia de activación de AMPK entre los distintos tratamientos y frente al control. 
2.7. Inmunocitoquímica e inmunohistoquímica 
 La  posible síntesis de adiponectina por cardiomiocitos aislados tanto HL-1 como 
humanos, así como la de los receptores de adiponectina (AdipoR1 y AdipoR2), se analizó 
mediante inmunocitoquímica. La inmunohistoquímica se realizó sobre tejidos utilizados como 
control positivo. 
 Ambos tipos celulares se sembraron sobre portaobjetos (Dako Cytomation) tratados con 
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fibronectina a densidades bajas que permitieron ver las células de forma individualizada. Una 
vez pegadas, las células se fijaron en formaldehido tamponado (PBF; 4% formaldehido en 
tampón fosfato pH 7.4). Los tejidos utilizados como controles se fijaron en PBF de 18 a 24 
horas, se incluyeron en parafina y se realizaron cortes de 4 µm. Estas secciones se montaron 
sobre portaobjetos adhesivos Histobond (Marienfeld, Lauda-Königshofen, Alemania), se 
desparafinaron y se rehidrataron. 
 Los controles positivos utilizados fueron: 
i. Expresión de adiponectina: tejido adiposo tanto de ratón como de rata 
ii. Expresión de AdipoR1: músculo estriado de ratón y rata 
iii. Expresión de AdipoR2: hígado de ratón y rata 
2.7.1. Inmunohistoquímica de adiponectina 
Los portaobjetos de células se incubaron durante 40 minutos en tampón de citrato 
sódico (pH 6.0) en un baño de agua a 95-99 ºC y se dejaron enfriar 20 minutos a temperatura 
ambiente. A continuación se incubaron toda la noche a 4 ºC con un anticuerpo anti-adiponectina 
de cabra (ACRP-30 N-20; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) diluido en una 
solución para dilución de anticuerpos Dako ChemMate (1:200) (Dako, Glostrup, Dinamarca). 
Al día siguiente, se incubaron 10 minutos en peróxido de hidrógeno al 3% (Merck, Darmstadt, 
Alemania) para bloquear la actividad de la peroxidasa endógena. La siguientes incubaciones 
fueron de 30 minutos con un anticuerpo multiunión anti-ratón, conejo y cabra IgG biotinilado 
(Dako LSAB® System HRP, Dako, Carpinteria, CA, USA), de 30 minutos con peroxidasa 
conjugada con estreptavidina (Dako LSAB® System HRP), y de 10 minutos en 3,3´-
diaminobenzidina tetrahidroclorhidro (Dako Liquid DAB + Substrate-chromogen system). Entre 
estas incubaciones, las secciones se lavaron  2 veces durante 5 minutos con TBS (0.05 M Tris  
pH 7.6 conteniendo 0.3 M NaCl), y tras la última incubación con DAB se lavaron con agua 
destilada. Por último los portaobjetos se tiñeron con hematoxilina Harris durante 1 minuto. 
2.7.2. Inmunohistoquímica de receptores de adiponectina AdipoR1 y AdipoR2 
Los portaobjetos se incubaron 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo anti-
AdipoR1 de conejo (41-65) (Phoenix Pharmaceuticals, Belmont, CA, USA) a una dilución 
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1:100, y toda lo noche a temperatura ambiente con el anticuerpo anti-AdipoR2 de conejo (4-39) 
(Phoenix Pharmaceuticals) a una dilución 1:50. Posteriormente se incubaron 10 minutos con 
peróxido de hidrógeno al 3%, por 30 minutos con un anticuerpo anti-conejo y ratón HRP 
conjugado Envision® (DAKO), y durante 10 minutos en 3,3´-diaminobenzidina 
tetrahidroclorhidro (Dako Liquid DAB + Substrate-chromogen system). Entre las incubaciones, 
las secciones se lavaron  2 veces durante 5 minutos con TBS, y tras la última incubación con 
DAB se lavaron con agua destilada y se contrastaron con hematoxilina. 
2.7.3. Doble inmunofluorescencia 
 Esta técnica se utilizó sobre el cultivo de cardiomiocitos atriales humanos para 
confirmar la identidad de las células en cultivo. Para ello se utilizó un anticuerpo monoclonal 
para la cadena pesada de la miosina (MHC) cardíaca (3-48. Abcam, Cambridge, UK), que 
permite identificar a las células cardíacas; además de los anticuerpos mencionados 
anteriormente para adiponectina, AdipoR1 y AdipoR2.  
 Los portas se incubaron toda la noche a 4 ºC con el anticuerpo anti-adiponectina de 
cabra (1:200), 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo anti-AdipoR1 de conejo (1:100), 
o toda la noche con el anticuerpo anti-AdipoR2 de conejo (1:50). A continuación, se incubaron 
1 hora con el anticuerpo Alexa Fluor® 488 fragmento F(ab’)2 anti-cabra IgG de conejo (1:200), 
para la detección de adiponectina, o con el anticuerpo Alexa Fluor® 488 fragmento F(ab’)2 anti-
conejo IgG de cabra (1:200), para la detección de los receptores. Las siguientes incubaciones 
realizadas fueron de 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo anti-MHC cardíaca 
(1:1000) (Abcam, Cambridge, UK), y de 1 hora a temperatura ambiente con un anticuerpo Cy3-
conjugado fragmento F(ab’)2 anti-ratón IgG de oveja (1:100). 
 Los controles negativos de las distintas inmunohistoquímicas se realizaron mediante 
preadsorción del anticuerpo anti-adiponectina con adiponectina recombinante 10 nmol/ml, tanto 
humana como de ratón (BioCat GmbH, Heidelberg, Alemania), y con su péptido de bloqueo 
(sc-17044; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) a una concentración 10 nmol/ml. 
También se hicieron reemplazando los anticuerpos de cabra y conejo, que detectan los 
diferentes receptores de adiponectina, por concentraciones equivalentes de suero normal de 
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cabra y conejo. Otro tipo de controles negativos se realizó omitiendo pasos esenciales de las 
reacciones. 
 Para la visualización y fotografía de las secciones se utilizó un microscopio Provis 
AX70 (Olympus Corp., Tokyo, Japón). 
2.8. Tinción Vital Hoechst 
 Para este ensayo, 104 cardiomiocitos neonatales de rata se sembraron sobre placas de 24 
pocillos y se mantuvieron durante 48 horas deprivadas de suero en medio DMEM, en presencia 
o ausencia de 10 µg/ml de adiponectina recombinante de rata (BioCat GmbH, Heidelberg, 
Alemania). Finalizados los tiempos de tratamiento las células se incubaron con la solución 
Hoechst tal como se indicó en el apartado Material y Métodos Hormona de Crecimiento. 
2.9. Ensayo de viabilidad MTT 
Este ensayo trató de determinar si la administración de adiponectina ejerce algún efecto 
sobre la proliferación de la línea celular de cardiomiocitos HL-1. El tratamiento celular consistió 
en una dosis-respuesta a concentraciones crecientes de adiponectina. Tras 12 horas de 
serodeprivación en medio ExCell A+B, las células se trataron durante 24 horas con dosis 0.1 
µg/ml, 0.5 µg/ml, 1 µg/ml, 5 µg/ml y 10 µg/ml. 
Ver apartado Material y Métodos Hormona de Crecimiento. 
2.10. Radioinmunoensayo de adiponectina 
 Los niveles de adiponectina en los medios de cultivo, tanto de células HL-1 como de 
cardiomiocitos humanos, se determinaron utilizando un kit de radioinmunoensayo específico 
para la hormona (Linco Research, Inc., St. Charles, MO, USA) según las instrucciones del 
fabricante. Los medios de cultivo se recogieron tras 24 horas de serodeprivación de las células 
en ExCell A+B y DMEM, respectivamente. De esta forma se determinó la secreción basal de 
adiponectina por parte de los cardiomiocitos al medio de cultivo. 
A continuación se muestra el diseño experimental del ensayo: 
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de ensayo  













   
Unión no 
específica (NSB) 
300µl  100µl  10µl 1ml 
Referencia (Bo) 200µl  100µl 100µl 10µl 1ml 
Estándares 100µl 100µl 100µl 100µl 10µl 1ml 
Controles 100µl 100µl 100µl 100µl 10µl 1ml 
Muestras (medio 
de cultivo) 
100µl 100µl 100µl 100µl 10µl 1ml 
Todos los reactivos que vienen incluidos en el kit se manipularon de acuerdo con las 
instrucciones del fabricante. Los puntos incluidos en el ensayo se realizaron por duplicado. La 
recta se construyó a partir de los estándares incluidos en el kit, con concentraciones de 
adiponectina crecientes que van desde 0.78 ng/ml hasta 200 ng/ml. Este kit incluye dos 
controles internos que garantizan la eficiencia del ensayo. 
Desarrollo del ensayo: 
Primer día: Se pipetearon 300 µl de tampón de ensayo a los tubos NSB, 200 µl a los Bo, 
y 100 µl al resto de los tubos del ensayo, excepto a los TC. A continuación se añadieron 100 µl 
de los estándares, controles, y muestras a los tubos correspondientes. Seguidamente se 
añadieron 100 µl de 125I-Adiponectina a todos los tubos, y 100 µl de anticuerpo anti-
adiponectina a todos los tubos excepto los TC y NSB. La mezcla se agitó, y se dejó cubierta 
durante toda la noche a temperatura ambiente. 
 Segundo día: Se añadieron 10 µl de suero normal de conejo a todos los tubos excepto 
los TC. Posteriormente, 1ml de reactivo de precipitación frío (4 ºC) se añadió a todos los tubos 
excepto a los TC. Se agitó la mezcla y se incubó durante 20 minutos a 4 ºC. Por último, todos 
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los tubos, excepto los TC, se centrifugaron a 3000x g 40 minutos a 4 ºC, y el sobrenadante se 
desechó mediante inversión dejando el precipitado seco. La radiactividad asociada a cada tubo 
se cuantificó en un contador gamma. 
2.11. Ensayos de captación de glucosa 
 Esta serie de ensayos se realizó con el fin de determinar si la adiponectina es capaz de 
estimular la captación de glucosa en cardiomiocitos, tanto en la línea celular HL-1 como sobre 
el cultivo primario de cardiomiocitos de rata. 
 Cardiomiocitos HL-1 y neonatales de rata se sembraron a un densidad de 9x104 células 
por pocillo en placas de 24. Cada uno de los puntos del ensayo se sembró por duplicado. Una 
vez pegadas, las células se lavaron y se deprivaron de suero durante 16 horas en los medios 
correspondientes, excepto en los ensayos con el inhibidor de AMPK, donde la deprivación fue 
solamente de 30 minutos. Transcurrida la deprivación, los tratamientos se administraron como 
se describe a continuación. 
2.11.1. Línea celular HL-1 
 Tras 16 horas de serodeprivación en medio ExCell A+B las células fueron tratadas con 
10µg/ml adiponectina recombinante de ratón durante 24 horas. Esta incubación se hizo en 
presencia o ausencia de insulina 100 nM que fue administrada durante la última hora de 
incubación. La insulina se utilizó como control positivo del experimento. 
 Asimismo, un estudio tiempo-respuesta fue realizado sobre estas células. Transcurrida 
la deprivación, las células se trataron con adiponectina 10 µg/ml durante tiempos de 5 minutos, 
30 minutos y 2 horas. También se utilizó insulina como control positivo. Para intentar obtener 
una mayor respuesta celular, el tratamiento de insulina se realizó a una dosis 300 nM durante 20 
minutos. 
 Un tercer grupo de experimentos realizado con la línea celular, incorporó a los 
tratamientos un inhibidor específico de la AMPK, 9-β-D-arabinofuranosido (araA) (MP 
Biochemicals Germany GmbH, Eschwege, Germany) (Wu X et al. 2003). En esta serie de 
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experimentos se modificó el protocolo del ensayo con el fin de obtener una respuesta mayor. 
Las células se lavaron y deprivaron de suero durante 30 minutos en HBS. Transcurrido este 
tiempo se realizó un pretratamiento de 20 minutos con araA 2 mM. A continuación se 
administró la adiponectina 10 µg/ml, con la que se incubó durante 2 horas. 
2.11.2. Cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata 
Tras 16 horas de serodeprivación en medio DMEM bajo en glucosa, las células se 
trataron con 10µg/ml adiponectina recombinante de rata durante 24 horas. Esta incubación se 
hizo en presencia o ausencia de insulina 100 nM que fue administrada durante la última hora del 
tratamiento. La insulina se utilizó como control positivo del experimento. 
 Cumplidos los tiempos de tratamiento, las células se lavaron dos veces en 500µl de 
tampón salino HEPES (HBS; 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 2.5 mM MgSO4, 1 mM CaCl2, 20 mM 
HEPES, pH 7.4). A continuación, se incubó cada pocillo en 250 µl de la solución HBS 
conteniendo 10 µM 2-deoxi-D-glucosa y 1 µCi/µl 2-deoxi-D-[3H]glucosa (16 µCi/mmol) 
(Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Alemania) durante 30 minutos a temperatura 
ambiente. Posteriormente, las células se lavaron 3 veces en 500 µl de una solución salina fría de 
NaCl al 0.9% (p/v), y se lisaron en 500 µl de NaOH 0.05 N. Para favorecer la lisis, el volumen 
se hizo pasar varias veces por la punta de la pipeta. Del volumen final de lisado se recogieron 50 
µl a partir de los cuales se haría posteriormente la cuantificación de proteína. El resto del lisado 
se transfirió a tubos específicos de contador beta, se mezcló con dos volúmenes de líquido de 
centelleo, y se cuantificó la radiactividad en un contador beta. 
 La captación no específica se determinó en presencia de citocalasina B (Sigma 
Chemical Co. St. Louis, MO, USA). Para ello, y a mayores de los puntos del experimento, se 
sembraron dos pocillos sin tratamiento los cuales se incubaron durante 30 minutos con la 
solución conteniendo la glucosa marcada y una dosis 10 µM de citocalasina B. De esta forma se 
determinó que cantidad de radiactividad incorporada se debe a una entrada inespecífica de 
glucosa en la célula, ya que la citocalasina B inhibe el transporte de glucosa interfiriendo con la 
polimerización de los filamentos de actina intracelulares, evitando así el transporte activo de 
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glucosa. Los valores obtenidos de este punto se restaron al resto del ensayo. 
Cuantificación de proteína: se realizó a partir de la construcción de una recta patrón con 
albúmina de suero bovina (BSA). Se utilizaron concentraciones crecientes de BSA 0.2 mg/ml, 
0.4 mg/ml, 0.6 mg/ml, 0.8 mg/ml y 1 mg/ml. Se pipetearon 10 µl tanto de las muestras como de 
los puntos de la recta en tubos limpios. Se mezclaron con 50 µl de reactivo A y 400 µl del 
reactivo B. La mezcla se agitó y se dejó incubar durante 15 minutos para que la reacción 
colorimétrica tuviera lugar. A continuación la absorbancia se midió en un espectrofotómetro a 
750 nm (Beckman DU62). Por último las concentraciones de la muestras se determinaron por 
interpolación de las absorbancias obtenidas en la recta patrón. 
 Los valores de glucosa incorporada se expresaron en picomoles de glucosa por 
miligramo de proteína del pocillo por tiempo de incubación con la glucosa (pmol/mg/min). Por 
tanto fue necesario normalizar la glucosa incorporada en cada pocillo por la cantidad de proteína 
total presente en el mismo. El valor obtenidos e dividió por 30 que es el tiempo (en minutos) de 
incubación con la solución. La cuantificación de la proteína se realizó mediante el método de 
Lowry modificado. Para ello se utilizó el reactivo DC Protein Assay (Bio Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA). 
2.12. Análisis de la secuencia de adiponectina y AdipoR1 y AdipoR2 
 Para confirmar la identidad de los productos de PCR amplificados como adiponectina y 
sus receptores, éstos se secuenciaron utilizando el kit BIGDyeTM Terminador (Amersham 
Biosciences). El análisis de la secuencia se hizo para el ADNc de adiponectina amplificado a 
partir del ARNm obtenido de células HL-1 y cardiomiocitos humanos. En el caso de los 
receptores, solamente se analizó la secuencia de los ADNc obtenidos a partir de células HL-1. 
Partimos de los productos de PCR a los cuales se les realizó una electroforesis en gel de 
agarosa para determinar la presencia de una sola banda. La electroforesis se hizo tanto para el 
ADNc de adiponectina como el de sus receptores. A continuación se realizó la purificación de 
los productos mediante ExoSAP-IT. Para ello se cogieron 5 µl de ADNc que se mezclaron con 2 
µl de la enzima. Con esta mezcla se realizó la reacción de purificación mediante incubación en 
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un termociclador a 37 ºC durante 15 minutos y a 80 ºC durante 15 minutos para inactivar la 
enzima. Una vez purificados los productos, se realizó la reacción de secuenciación. Se preparó  
una reacción para cada uno de los cebadores utilizados en la PCR. Así, para cada producto a 
secuenciar se hicieron dos reacciones, una con el cebador sentido y otra con el antisentido. El 
objetivo de esto era abarcar la longitud total del producto a secuenciar. Para ello se mezclaron 
2.5 µl del producto purificado, 0.5 µl de cebador (stock 3 pmol/µl) y 2 µl de Premix 
(BIGDyeTM Terminador Kit; Amersham Bioscience). Esta mezcla se llevó al termociclador 
donde las condiciones de amplificación fueron: 4 minutos a 96 ºC; 30 ciclos de 15 segundos a 
96 ºC, 10 segundos a 50 ºC, y 3 minutos a 60 ºC; y 10 minutos a 60 ºC. 
El producto obtenido se precipitó con etanol y acetato sódico de la siguiente manera: 
por cada tubo reacción se preparó una mezcla conteniendo 31.25 µl de etanol absoluto (-20 ºC), 
1.5 µl de acetato sódico 3 M pH 4.6, y 7.25 µl  de agua. Se añadieron 40 µl de la mezcla a cada 
tubo de reacción, se resuspendió arriba-abajo y se dejó incubar durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugó a 14000 rpm 15 minutos a 4 ºC, se retiró el 
sobrenadante y se dejó secar el precipitado. Se añadieron 90 µl de etanol al 70% (-20 ºC) y se 
centrifugó esta vez a 14000 rpm 6 minutos a 4 ºC. Se retiró el sobrenadante y el precipitado se 
secó durante 30 minutos a 47 ºC en un termociclador dejando la tapadera abierta. Una vez seco 
el precipitado se resuspendió en 10 µl de formamida y se cargó la muestra en el secuenciador. El 
secuenciador utilizado fue un 3100 Avant Genetic Analyzer ABI PRISM (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA). 
2.13. Determinación de nitritos: Ensayo colorimétrico de Griess 
Este ensayo se realizó para determinar una posible inducción de la producción de óxido 
nítrico por adiponectina sobre el cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata. Para 
llevar a cabo este ensayo, se utilizaron los medios de cultivo obtenidos de los tratamientos 
descritos en el apartado de Western Blot (estudio dosis-respuesta de adiponectina mas 
aminoguanidina, y estudio tiempo-respuesta).  
Las células se sembraron en placas de 24 pocillos, a una densidad de 9x104 células por 
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pocillo. Transcurrido el tiempo de tratamiento, se recogió el medio de cultivo de los pocillos y 
se centrifugó a 1500 rpm 5 minutos a 4 ºC con el fin de eliminar posibles restos celulares. A 
continuación se procedió a la determinación de la presencia de óxido nítrico en los mismos. El 
ensayo de Griess permite determinar los niveles de óxido nítrico de forma indirecta, a través de 
una reacción colorimétrica desarrollada en presencia de óxido nítrico. 
La concentración de nitritos presente en el medio se determinó a partir de una recta 
patrón realizada con NaNO2. Los valores de la recta utilizados fueron 0.0625 µg/ml, 0.125 
µg/ml, 0.250 µg/ml, 0.5 µg/ml, 0.750 µg/ml, 1 µg/ml, 2 µg/ml y 4 µg/ml. 
En el ensayo se utilizaron dos reactivos: Sulfamilamida 1% en ácido fosfórico al 5% en 
agua (P/V) y  α-Naphtylamina al 0.1% en agua (P/V), que se mezclaron en una relación 1:1. 
Este reactivo a su vez, se mezcló a volúmenes iguales (50 µl) con el medio de cultivo, de forma 
que tras una incubación de 10 minutos, en la que se desarrolló la reacción colorimétrica, las 
muestras se leyeron a 550 nm en un lector de ELISA. 
Los valores de absorbancia obtenidos para las muestras se interpolaron en la recta 
patrón de forma que se determinaron las concentraciones existentes en los medios de cultivo. 
 El principio del ensayo es el siguiente: la mezcla de sulfanilamida con α-naphtylamina 
en presencia de óxido nítrico, produce una reacción de forma que se genera la sal de diazonio, la 
cual, según a la concentración que se encuentre, va a colorear en mayor o menor medida el 
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2.14. Ensayo de captación de ácidos grasos: BODIPY 
El ensayo mediante BODIPY (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR, USA), permitió 
analizar la capacidad que presentan las células de incorporar o captar ácidos grasos de cadena 
larga al citoplasma. El ensayo se basa en la incubación de las células en presencia de un ácido 
graso de cadena larga marcado con fluorescencia 4,4-difluoro-5-metil-4-bora-3a, 4a-diazida-s-
indacene-3-ácido dodecanoico (BODIPY® 500/510 C1, C12; D-3823 Bodipy-FITC) y posterior 
análisis de la fluorescencia incorporada a las células mediante citometría de flujo. 
Para ello se sembraron 4x105 células HL-1 por pocillo en placas de cultivo de 6 
pocillos. Una vez estabilizadas y a la confluencia deseada, la células se deprivaron de suero 
durante 12 horas en medio ExCell A+B, y se realizó el tratamiento durante 30 minutos, 2 horas, 
6 horas y 12 horas con adiponectina 10 µg/ml. 
Tras los tratamientos se retiró el medio de cultivo, las células se lavaron 2 veces y se 
incubaron en PBS conteniendo 10 µM Bodipy-FITC y 20 µM de BSA libre de ácidos grasos 
durante 30 segundos. Tras la reacción con el lípido, las células se lavaron 3 veces con PBS + 
0.1% BSA libre de ácidos grasos (250 µl), eliminando así el exceso de Bodipy-FITC. Las 
células se despegaron de los pocillos con tripsina EDTA, que se inactivó con 1 ml de PBS frío 
(4 ºC). A continuación se centrifugaron a 1500 rpm 5 minutos a 4 ºC. 
El precipitado se resuspendió en 1ml de PBS frío, y se transfirió a tubos de citometría 
donde se incubó durante 15 minutos con ioduro de propídio (1 µM) en oscuridad. El marcaje 
con ioduro de propídio nos permitió determinar el porcentaje de células muertas durante el 
procesamiento. 
La fluorescencia incorporada a las células se analizó mediante citometría de flujo en un 
FACSCALIBUR (Becton & Dickinson, San José, CA, USA), utilizando el programa Cell 
Quest. Los valores obtenidos se corresponden con la media de la intensidad de fluorescencia. 
3. Análisis estadístico. 
Los resultados obtenidos en este trabajo se expresaron como medias ± desviaciones estándar 
media (SEM). 
Las diferencias estadísticamente significativas fueron determinadas mediante ANOVA 
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Tabla 1: Secuencias de los cebadores utilizados en la PCR, y tamaños de amplificación 
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Producto Desnaturalización Hibridación Extensión Ciclos Extensión final 
Adiponectina 
ratón 95º/45seg 56º/45seg 72º/45seg 35 72º/10min 
Adipo-R1 ratón 95º/15seg 60º/1min 72º/1min 35 72º/10min 
Adipo-R2 ratón 95º/15seg 60º/1min 72º/1min 35 72º/10min 
Adiponectina 
humana 95º/30seg 56º/45seg 72º/45seg 35 72º/10min 
Adipo-R1 
humano 95º/15seg 62º/1min 72º/1min 35 72º/10min 
Adipo-R2 
humano 95º/15seg 62º/1min 72º/1min 35 72º/10min 
Adiponectina 
rata 95º/30seg 55º/1min 72º/1min 35 72º/10min 
Adipo-R1 rata 95º/15seg 60º/1min 72º/1min 35 72º/10min 
Adipo-R2 rata 95º/15seg 60º/1min 72º/1min 35 72º/10min 
 
Tabla 2: Condiciones de PCR utilizadas para cada pareja de cebadores. 
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1. Expresión de los genes de adiponectina y receptores de adiponectina (AdipoR1 y 
AdipoR2) por cardiomiocitos 
 La posible expresión del gen de adiponectina se analizó mediante RT-PCR, a partir de 
ARNm de la línea celular HL-1, de cultivo primario de cardiomiocitos humanos atriales y de 
cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata. 
 En cuanto a la línea de cardiomiocitos HL-1, los resultados obtenidos mostraron la 
expresión del ARNm correspondiente al gen de adiponectina en dicha línea celular. La longitud 
del ADNc amplificado se correspondió con la del producto obtenido a partir de la amplificación 
del ARNm de tejido adiposo de ratón, utilizado como control positivo de expresión (532 pb) 
(Figura 1A). Asimismo, la expresión de este gen también se observó en cardiomiocitos humanos 
atriales, resultando en la amplificación de una banda de ADNc igual a la obtenida a partir del 
ARNm de miocardio total y grasa humanos (221 pb) (Figura 1B). En cardiomiocitos neonatales 
de rata, no se detectó el ARNm de adiponectina, sin embargo, sí aparece en corazón de rata 
adulta. En este caso, la identidad del producto amplificado se correspondió con la del producto 
obtenido a partir de tejido adiposo de rata (405 pb) (Figura 1C). Estos resultados estarían 
sugiriendo que adiponectina se expresa en cardiomiocitos de rata en períodos posteriores a las 
24-48 horas del nacimiento. 
Una vez determinada la expresión génica de adiponectina, el estudio se centró en 
comprobar la expresión de los genes de los receptores de adiponectina, AdipoR1 y AdipoR2, en 
los mismos modelos celulares. Los resultados obtenidos mediante RT-PCR mostraron la 
expresión génica de ambos receptores por parte de la línea celular HL-1 (132 pb y 72 pb, 
respectivamente). Los controles positivos utilizados fueron miocardio de ratón para AdipoR1 e 
hígado de ratón para AdipoR2 (Figura 2A). Se comprobó también como cardiomiocitos atriales 
humanos aislados expresaban el ARNm correspondiente a los genes de ambos receptores (70 pb 
y 75 pb, respectivamente). En este caso los controles de expresión utilizados fueron músculo 
esquelético humano, para AdipoR1, e hígado humano, para AdipoR2 (Figura 2B). Cuando se 
analizó la expresión de los receptores a partir de ARNm de cardiomiocitos neonatales de rata de 
24-48 horas de edad, se observó la expresión génica de AdipoR1 (138 pb), pero no así la de 
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AdipoR2 (117 pb). Los controles positivos utilizados fueron músculo esquelético e hígado de 
rata adulta (Figura 2C). A continuación se llevó a cabo el análisis de la expresión de AdipoR2 
en corazones totales de 24-48 horas edad. En este caso, y como cabía esperar, tampoco se 
observó la presencia del ARNm de dicho receptor. Un dato interesante es que esto mismo 
ocurría al estudiar la expresión en el hígado extraído de estos mismos neonatos, tejido 
considerado el de mayor expresión para este receptor. Se extrajeron posteriormente corazón e 
hígado de ratas macho y hembra de 6, 9 y 25 días de edad, y mediante RT-PCR se vio que la 
expresión de AdipoR2 aparecía de forma evidente en tejidos de 25 días de edad, 
independientemente del sexo del animal (Figura 3A machos y 3B hembras). Solo en hígado se 
pudo observar la expresión de AdipoR2 a partir del día 21. 
Para confirmar la veracidad de los resultados se incluyeron en las reacciones de 
amplificación los controles negativos de la retrotranscripción. Además, se amplificó el gen 
GAPDH como control de la eficiencia de la reacción. 
La identidad de los productos obtenidos en las reacciones de PCR correspondientes a 
adiponectina de cardiomiocitos HL-1 y humanos, así como de los receptores AdipoR1 y 
AdipoR2 de células HL-1, se confirmó mediante secuenciación de los ADNc. Las secuencias 
obtenidas para todos los productos se correspondieron con las publicadas en la base de datos del 
NCBI (National Center for Biotechnology Information, NIH, Bethesda, MD 20894, USA).  
2. Síntesis de adiponectina y receptores de adiponectina por cardiomiocitos 
Una vez determinada la expresión a nivel génico de adiponectina y sus dos receptores, 
se pasó a analizar la posible síntesis proteica de dichas moléculas por cardiomiocitos. Para ello 
se utilizó la inmunocitoquímica en cardiomiocitos con anticuerpos específicos para 
adiponectina, AdipoR1 y AdipoR2. Este análisis se realizó en células de ratón HL-1 y en cultivo 
primario de cardiomiocitos atriales humanos, así como en tejidos utilizados como control 
positivo. 
 Los resultados obtenidos en células HL-1 mostraron una intensa inmunorreactividad en 
el citoplasma de dichas células, tanto para el anticuerpo anti-adiponectina, como para anti-
AdipoR1 y anti-AdipoR2 (Figura 4), lo que demuestra la síntesis proteica de adiponectina y sus 
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receptores en una línea pura de cardiomiocitos. La preadsorción del anticuerpo primario anti-
adiponectina con 10 nmol/ml de adiponectina recombinante de ratón tuvo resultados negativos 
(Figura 4). El análisis del tejido miocárdico de rata y ratón mostró también inmunorreactividad 
para adiponectina. El tejido utilizado como control positivo de expresión de adiponectina fue el 
tejido adiposo. En el caso de los receptores de adiponectina se utilizó como controles positivos 
músculo esquelético para AdipoR1 e hígado para AdipoR2 (Figura 4). 
 Para el estudio desarrollado en cardiomiocitos humanos se utilizó la técnica de 
inmunocitoquímica con doble fluorescencia. La razón de utilizar esta técnica fue poder 
diferenciar el origen de la inmunorreactividad. Al tratarse de un cultivo primario es posible la 
contaminación con otros tipos celulares, en particular con fibroblastos. El hecho de utilizar un 
anticuerpo contra una proteína específica de cardiomiocitos, como la cadena pesada de la 
miosina cardíaca, garantiza el poder diferenciarlos de los fibroblastos y otras células 
contaminantes. Los resultados mostraron positividad citoplasmática para adiponectina y sus 
receptores en cardiomiocitos humanos. Esta positividad colocalizó sobre las mismas células que 
se marcaron con el anticuerpo anti-MHC, lo que garantizaba que eran cardiomiocitos (Figura 5). 
La preadsorción del anticuerpo primario anti-adiponectina con 10 nmol/ml de adiponectina 
recombinante humana prevenía la reacción positiva (Figura 5). 
3. Secreción de adiponectina por cardiomiocitos HL-1 y cardiomiocitos humanos en 
cultivo primario 
 Tras la demostración de la expresión génica y síntesis proteica de adiponectina por 
cardiomiocitos, se pasó a determinar si estas células eran capaces de secretar la hormona al 
medio de cultivo. 
 La técnica de radioinmunoensayo permitió cuantificar las concentraciones de 
adiponectina presentes en el medio de cultivo de ambos modelos celulares tras el mantenimiento 
de éstas durante 24 horas en medio de deprivación. La concentración observada para células 
HL-1 fue de 2.7±0.6 ng/ml (n= 5), y de 3.1±0.2 ng/ml (n= 10) para cardiomiocitos atriales 
humanos. De esta forma se demostraría que además de sintetizar la proteína, los cardiomiocitos 
son capaces de secretarla al medio de cultivo. 
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 Recientemente se ha publicado un trabajo donde se muestra que la concentración de 
adiponectina secretada al medio de cultivo por 100 mg de tejido adiposo cultivado in vitro sería 
alrededor de 38 ng/ml (Hoffstedt J et al. 2004). Teniendo en cuenta que el número de células 
presentes en 100 mg de tejido adiposo es mayor que el presente en nuestros cultivos (células 
HL-1 en confluencia: 80000; cardiomiocitos humanos extraídos de orejuela: 30000), y que el 
tejido adiposo es la principal fuente de adiponectina, se puede decir que los niveles de 
adiponectina secretados por los cardiomiocitos en cultivo estarían dentro del mismo rango que 
los secretados por adipocitos en cultivo. 
4. Efecto de adiponectina sobre la captación de glucosa por cardiomiocitos 
 Dado que la adiponectina es una hormona con propiedades sensibilizadoras a insulina, 
se decidió estudiar el papel de ésta sobre la captación de glucosa por parte de los 
cardiomiocitos. Estos ensayos fueron realizados tanto en células HL-1 como en cardiomiocitos 
neonatales de rata. 
4.1. Línea celular HL-1 
 En una primera serie de experimentos se realizó un estudio tiempo-respuesta. Para ello, 
las células se estimularon durante 5, 30 y 120 minutos con 10 µg/ml de adiponectina. Los 
resultados obtenidos mostraron un incremento en la captación de 2-deoxi-D-[3H] glucosa del 
4.5±1.6% (no significativo, n= 4) a los 5 minutos, del 12.9±2.6% (p< 0.01, n= 4) tras 30 
minutos, y del 18.5±2.8% (p< 0.01, n= 4) tras 120 minutos de estimulación. El tratamiento con 
insulina 300 nM durante 20 minutos, utilizado como control positivo, mostró un incremento en 
la captación de glucosa del 47.5±7.6% (p<0.001, n= 4) (Figura 6A). 
 Posteriormente se realizaron una serie de tratamientos con adiponectina durante 24 
horas a una dosis de 10 µg/ml. Los resultados mostraron que adiponectina incrementaba la 
captación de 2-deoxi-D-[3H] glucosa en un 27.02±5.5% (p< 0.05, n= 8). El tratamiento con 
insulina 100 nM durante 60 minutos aumentó la captación en un 48.7±10.4% (p< 0.001, n= 8), 
mientras que la estimulación conjunta de adiponectina mas insulina lo hizo en un 70.5±10.6% 
(p< 0.001, n= 8) (Figura 6B). 
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4.2. Cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata 
 Se analizó la captación de 2-deoxi-D-[3H] glucosa tras estimulaciones durante 24 horas 
con adiponectina recombinante de rata (10 µg/ml). Los resultados obtenidos mostraron que la 
adiponectina inducía un incremento en la captación de glucosa del 49.6±10.4% (p< 0.05, n= 4). 
La estimulación con insulina 100 nM durante 60 minutos aumentó la captación de glucosa en un 
90.1±19.9% (p< 0.01, n= 4), mientras que la coestimulación de adiponectina con insulina lo 
hizo en un 138.2±20.2% (p< 0.001, n= 4) (Figura 6C). 
 Estos resultados indican que la adiponectina es capaz de incrementar la captación de 
glucosa tanto basal como estimulada por insulina en cardiomiocitos. 
5. Papel de la AMPK en el efecto de adiponectina 
 Se estudió un posible efecto de la adiponectina a través de la vía de la quinasa 
dependiente de AMP (AMPK), involucrada en procesos metabólicos como la captación de 
glucosa. La utilización de la técnica de Western Blot permitió estudiar si adiponectina era capaz 
o no de activar esta molécula en cardiomiocitos HL-1. 
Los resultados obtenidos mostraron como la presencia de 10 µg/ml de adiponectina 
durante 5 minutos en el medio de cultivo fue capaz de inducir la fosforilación de AMPK, 
aumentando la misma en un 72.0±17.3% (p< 0.05, n= 4) respecto al control no tratado. Cuando 
el estímulo se prolongó durante 30 minutos, nuevamente se comprobó un incremento en la 
fosforilación, respecto al control, de 53.0±6.3% (p< 0.05, n= 4). Asimismo, un tratamiento con 
adiponectina durante 120 minutos resultó en un incremento en la fosforilación de 117.0±11.0% 
(p< 0.001, n= 4) (Figura 7A y B). 
Los resultados obtenidos sobre el efecto de adiponectina en la captación de glucosa 
celular, así como los datos sobre la activación de AMPK mostraron una correlación temporal. 
Este resultado en parte validaría la hipótesis de que el efecto de adiponectina sobre la captación 
de glucosa estaría mediado por la activación de la quinasa dependiente de AMP.  
6. Efecto de la inhibición de AMPK sobre la captación de glucosa 
 Con el fin de determinar si el aumento en la captación de glucosa en células HL-1 
estaba mediado por la vía de AMPK, se utilizó un inhibidor farmacológico específico de ésta, 
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araA. Para las estimulaciones con adiponectina se escogieron tratamientos de 2 horas, ya que 
anteriormente se había mostrado que a este tiempo el efecto sobre la captación de glucosa era 
significativo (Figura 6A). 
El pretratamiento de las células con araA 20 minutos antes de la estimulación con 
adiponectina fue capaz de inhibir la captación de glucosa inducida por adiponectina en 
cardiomiocitos (Figura 6D). Los resultados mostraron una disminución del 72.1±5.3% (p< 0.01, 
n= 3) sobre la captación estimulada por adiponectina. Este dato pone de manifiesto que el efecto 
estimulador de adiponectina sobre la captación de glucosa en cardiomiocitos está mediado por 
AMPK. 
7. Efecto de adiponectina sobre la captación de ácidos grasos por cardiomiocitos 
La disminución de estados de resistencia a insulina mediada por adiponectina, se 
relaciona con una disminución de los niveles plasmáticos de ácidos grasos y acumulación de 
triglicéridos en músculo e hígado. Por este motivo se trató de estudiar un posible efecto de la 
adiponectina sobre la captación de ácidos grasos en cardiomiocitos. El modelo celular utilizado 
fue la línea de cardiomiocitos HL-1. 
Se observó que el tratamiento con 10 µg/ml de adiponectina incrementaba la captación 
de ácidos grasos por parte de cardiomiocitos de una forma tiempo dependiente (Figura 8).  La 
estimulación se comprobó ya desde tiempos cortos, siendo el pico de mayor efecto observado a 
los 30 minutos de tratamiento con la hormona, con una intensidad de 975.2±37.1 (media de la 
intensidad de fluorescencia) frente al control 779.8±23.5 (p< 0.01, n= 5). El efecto se mantuvo 
con tratamientos de 2 horas (940.7±47.46 vs. 779.8±23.5 del control; p< 0.01, n= 5), y aunque 
se mostró evidente hasta las 6 horas de tratamiento (785.2±16.4 vs.737.6±4.3 del control; p< 
0.05, n= 3), a partir de este tiempo comenzó a decrecer, desapareciendo a las 12 horas 
(767.7±39.5 vs.745.4±11.3 del control; no significativo, n= 3).  
8. Efecto de adiponectina sobre la viabilidad y proliferación de cardiomiocitos 
 La presencia de 10 µg/ml de adiponectina durante 48 horas en el medio de cultivo de 
cardiomiocitos neonatales de rata, no alteró los porcentajes de apoptosis inducidos mediante 
serodeprivación (Figura 9A). Estos resultados, obtenidos por tinción Hoechst, estarían 
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demostrando que la adiponectina no presenta en este caso un efecto protector frente a la 
apoptosis de cardiomiocitos inducida por serodeprivación. 
 El análisis mediante MTT de las células HL-1, mostró que el tratamiento dosis-
respuesta con adiponectina durante 24 horas, no modificó la actividad metabólica de dichas 
células (Figura 9B). Los valores obtenidos en unidades de absorbancia fueron, para el control 
0.390±0.047 (no significativo, n= 3), adiponectina 0.1 µg/ml 0.392±0.037 (no significativo, n= 
3), adiponectina 0.5 µg/ml 0.398±0.043 (no significativo, n= 3), adiponectina 1 µg/ml 
0.402±0.045 (no significativo, n= 3), adiponectina 5 µg/ml 0.390±0.044 (no significativo, n= 3), 
adiponectina 10 µg/ml 0.356±0.042 (no significativo, n= 3). Los valores muestran que la 
administración de la hormona no tuvo efecto sobre la proliferación de los cardiomiocitos. 
9. Efecto de adiponectina sobre la producción de óxido nítrico por cardiomiocitos 
neonatales de rata 
 Se ha demostrado que la adiponectina es capaz de estimular la síntesis de óxido nítrico 
por células endoteliales vasculares y aórticas. Además se ha comprobado que dicho efecto esta 
mediado por activación de la sintasa de óxido nítrico endotelial. Por tanto, se realizó un estudio 
con el fin de determinar si la adiponectina era capaz de inducir la síntesis de óxido nítrico por 
parte de cardiomiocitos.  
 Mediante estudios dosis y tiempo-respuesta se determinó que la dosis 10 µg/ml de 
adiponectina era capaz de estimular de forma significativa la producción de óxido nítrico por 
parte de cardiomiocitos neonatales de rata tras 24 horas de tratamiento. Los resultados 
mostraron que esta dosis aumentaba en un 138.58±26.24% (p< 0.001, n= 4) las concentraciones 
de óxido nítrico en el medio de cultivo respecto al control (Figura 10A). Asimismo, las 
concentraciones de óxido nítrico determinadas en el medio de cultivo, mediante el ensayo 
tiempo respuesta, tras el tratamiento con 10 µg/ml de adiponectina fueron de 0.572±0.078 µg/ml 
frente a 0.344±0.045 µg/ml del control (p< 0.05, n= 3) tras 24 horas, y de 1.364±0.14 µg/ml 
frente a 0.852±0.051 µg/ml del control (p< 0.001, n= 3) tras 48 horas (Figura 11A). 
Los resultados de los experimentos dosis-respuesta y tiempo-respuesta demostraron que 
la adiponectina es capaz de estimular la producción de óxido nítrico por parte de cardiomiocitos 
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neonatales de rata en cultivo primario.  
A continuación nos propusimos determinar qué sintasa de óxido nítrico era la 
responsable de dicha producción. Para ello, los experimentos de dosis-respuesta con 
adiponectina se completaron utilizando en ellos un inhibidor de la actividad de la sintasa de 
óxido nítrico inducible iNOS, la aminoguanidina. El pretratamiento con aminoguanidina 1 mM 
dos horas antes de la administración de adiponectina redujo las concentraciones de nitritos 
estimuladas por adiponectina en el medio de cultivo. Cuando la dosis de adiponectina era de 5 
µg/ml la reducción por aminoguanidina fue del 55.27±11.46% (p< 0.05, n= 4), y para la dosis 
de adiponectina de 10 µg/ml la reducción por aminoguanidina fue del 35.41±6.0% (p< 0.05, n= 
4) (Figura 10A). Estos datos sugieren que la iNOS está participando en la producción de óxido 
nítrico estimulada por adiponectina en cardiomiocitos neonatales de rata. 
10. Acción de adiponectina sobre la sintasa de óxido nítrico inducible iNOS 
 Tras comprobar que adiponectina estimula la producción de óxido nítrico en 
cardiomiocitos neonatales de rata, y observar que dicha acción parece estar mediada por iNOS, 
se analizó la acción de adiponectina sobre la expresión proteica de iNOS. 
 En primer lugar, se analizó mediante Western Blot el efecto de dosis crecientes de 
adiponectina sola (1, 5 y 10 µg/ml), y en combinación con aminoguanidina (1 mM), sobre la 
expresión de dicha proteína. Los resultados obtenidos mostraron que la expresión de iNOS se 
inducía por el tratamiento con adiponectina de forma dosis dependiente, siendo la expresión de 
la proteína evidente a las dosis de 5 y 10 µg/ml (imagen representativa de al menos 3 
experimentos independientes. Figura 10B). También se pudo observar que el inhibidor de iNOS 
no tuvo efecto sobre los niveles proteicos inducidos por adiponectina. Esto es lógico, ya que la 
aminoguanidina no inhibe la expresión de iNOS, sino que inhibe la capacidad de la enzima para 
producir óxido nítrico, ya que su estructura es similar al sustrato utilizado por la enzima para 
producir e ON, L-arginina (Nilsson BO. 1999). 
 En segundo lugar, y una vez determinada la inducción de la expresión de iNOS por 
parte de adiponectina, se estudió el desarrollo temporal de la expresión de la proteína mediante 
tratamientos a distintos tiempos con adiponectina (6, 12, 24 y 48 horas). Los resultados 
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obtenidos mostraron que las diferencias en los niveles expresados de iNOS, respecto a controles 
no tratados, se hicieron visibles ya a las 6 horas de tratamiento. Estas diferencias fueron más 
evidentes a las 12 horas, y de forma muy clara a las 24 y 48 horas (Figura 11B). 
 Por tanto, y tomando en conjunto estos resultados, hemos determinado que adiponectina 
es capaz de inducir la producción de óxido nítrico en cardiomiocitos, y que este efecto es, al 
menos en parte, mediado por la sintasa de óxido nítrico inducible. Asimismo, hemos 
comprobado que dicho efecto es dependiente de la dosis de adiponectina administrada y del 
tiempo de incubación con la hormona. Estos resultados no descartan la posibilidad de que la 
sintasa de óxido nítrico endotelial (eNOS) esté también participando en este proceso. 
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Figura 1. Análisis por RT-PCR de la expresión génica de adiponectina. Panel A.
Amplificación del gen de adiponectina a partir de ARNm de células HL-1 y de tejido adiposo 
de ratón. Panel B. Amplificación del ADNc de adiponectina a partir de ARNm de 
cardiomiocitos humanos en cultivo primario (CP), miocardio humano, y tejido adiposo 
humano. Panel C. Amplificación del ADNc de adiponectina a partir de ARNm de corazón 
de rata adulta y tejido adiposo de rata. La expresión de adiponectina no se detectó a partir de 
ARNm de cultivo primario (CP) de cardiomiocitos neonatales de rata. El gen utilizado como 
control de la reacción fue gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).  
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Figura 2. Análisis por RT-PCR de la expresión génica de los receptores de adiponectina 
(AdipoR1 y AdipoR2). Panel A. Amplificación del ADNc de AdipoR1 a partir de ARNm de 
células HL-1 y miocardio de ratón; y de AdipoR2 a partir de ARNm de células HL-1 e hígado de 
ratón. Panel B. Amplificación del ADNc de AdipoR1 a partir de ARNm de cardiomiocitos 
atriales humanos en cultivo primario (CP) y músculo esquelético humano; y de AdipoR2 a partir 
de ARNm de cardiomiocitos atriales humanos en cultivo primario (CP) y de hígado humano. 
Panel C. Amplificación del ADNc de AdipoR1 a partir de ARNm de cultivo primario (CP) de 
cardiomiocitos neonatales de rata y músculo esquelético de rata. La expresión de AdipoR2 no se 
encontró a partir de ARNm de cardiomiocitos neonatales, pero sí de ARNm de hígado adulto. El 
gen utilizado como control de la reacción fue GAPDH.
 173



































































6 días 6 días9 días 9 días 25 días 25 días
A
B
Figura 3. Ontogenia del receptor AdipoR2 en corazón e hígado de ratas macho y hembra. 
Panel A. Amplificación por RT-PCR del ADNc de AdipoR2 a partir de corazón e hígado de 
ratas macho de 6, 9 y 25 días de edad. Panel B. Amplificación por RT-PCR del ADNc de 
AdipoR2 a partir de corazón e hígado de ratas hembra de 6, 9 y 25 días de edad. En ambos 
casos la expresión del receptor aparece a partir del día 25 de desarrollo. El gen utilizado como 
control de la reacción fue GAPDH.  
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Figura 4. Detección por inmunohistoquímica de adiponectina y sus receptores AdipoR1 y 
AdipoR2. Cardiomiocitos HL-1 (40x) mostraron expresión proteica de adiponectina. Los controles 
negativos se realizaron mediante preadsorción del anticuerpo o utilizando suero normal de cabra en 
lugar del primer anticuerpo (40x). Tejido adiposo de rata (20x) y ventrículo izquierdo de rata (10x) 
mostraron inmunorreactividad para adiponectina. Los miocitos del músculo esquelético mostraron 
inmunorreactividad para AdipoR1, no así el tejido conectivo (40x). Células HL-1 mostraron 
positividad difusa para AdipoR1 en el citoplasma (40x). Hígado de rata mostró inmunotinción
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Figura 5. Detección por doble inmunofluorescencia de la síntesis de adiponectina y sus receptores en 
cardiomiocitos humanos identificados mediante inmunopositividad para la cadena pesada de la miosina 
cardíaca. Miocitos atriales humanos mostraron inmunofluorescencia positiva para adiponectina, cadena 
pesada de la miosina cardíaca, y para ambas a la vez. El mismo resultado se obtuvo sobre las células al 
utilizar anticuerpos contra AdipoR1 y AdipooR2. La doble tinción con adiponectina o sus receptores, y 
la cadena pesada de la miosina (MHC), permitió determinar la inmunopositividad sobre cardiomiocitos. 
Mediante inmunocitoquímica convencional se observó la tinción positiva para adiponectina, pero ésta 
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Figura 6. Captación de 2-deoxi-D-glucosa por cardiomiocitos. Panel A. Estudio tiempo-
respuesta para la dosis 10 µg/ml de adiponectina en células HL-1. Se observa una 
estimulación con adiponectina que se hace significativa a los 30 minutos (n= 4). El control 
positivo utilizado fue insulina 300 nM durante 20 minutos (p< 0.001, n= 4). Panel B, Panel 
C. Tratamiento durante 24 horas con adiponectina 10 µg/ml, 1 hora con insulina 100 nM, o 
conjuntamente, en células HL-1 (Panel B, n= 8) y cultivo primario de cardiomiocitos de rata 
(Panel C, n= 4). Se observa incremento de la capatción basal por adiponectina y de la 
estimulada por insulina. Panel D. Efecto del inhibidor de AMPK (araA) sobre la captación 
de glucosa estimulada por adiponectina en células HL-1. Células pretratadas 20 minutos con 
araA 2 mM y 2 horas con adiponectina 10 µg/ml (n= 3). Se observa disminución de la 
captación inducida por adiponectina. Significación estadística: *, p< 0.05; **, p< 0.01; ***, 
p< 0.001.
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Figura 7. Activación de AMPK por adiponectina en cardiomiocitos HL-1 analizada 
por Western Blot. Panel A. La administración de 10 µg/ml de adiponectina induce la 
fosforilación de AMPK en Thr 172 de forma tiempo dependiente. Los lisados celulares 
se incubaron con un anticuerpo anti-fosfo-AMPK y anti-AMPK. La estimulación con 
adiponectina se llevó a cabo a tiempos de 5, 30 y 120 minutos. Panel B. Análisis 
estadístico de los niveles de fosforilación de AMPK en células tratadas durante 
distintos tiempos con adiponectina respecto al control. Análisis realizado a partir de 4 
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Figura 8. Captación de ácidos grasos inducida por adiponectina en 
cardiomiocitos HL-1. Estudio tiempo-respuesta de la administración de 10 µg/ml
de adiponectina. El tratamiento con adiponectina estimuló la captación de ácidos 
grasos marcados con BODIPY de forma tiempo dependiente. Se muestra el
análisis estadístico de al menos tres experimentos independientes. Significación 
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Figura 9. Efecto de adiponectina sobre la viabilidad y proliferación de cardiomiocitos. 
Panel A. La administración de 10 µg/ml de adiponectina no tuvo efecto sobre la 
viabilidad de cardiomiocitos neonatales de rata, determinada por Hoechst tras 48 horas 
de serodeprivación. Análisis de tres experimentos independientes. Panel B. El 
tratamiento dosis-respuesta con adiponectina durante 24 horas no modificó los niveles 
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Figura 10. Efecto de adiponectina sobre la producción de ON y expresión de iNOS en 
cardiomiocitos neonatales de rata. Panel A. El estudio dosis-respuesta a 24 horas del 
tratamiento con adiponectina (1, 5, 10 µg/ml) mostró que la hormona es capaz de inducir la 
producción de ON por parte de los cardiomiocitos de forma dosis dependiente. La presencia en 
el medio de cultivo del inhibidor de iNOS, aminoguanidina (1 mM), disminuyó la acumulación 
de nitritos inducida por adiponectina. Análisis estadístico de tres experimentos independientes. 
Significación estadística: p: Ad 10 vs Cont (p< 0.001), q: Ad 10 vs Aminog (p< 0.01), r: Ad 10 
vs Ad 10+Aminog (p< 0.05), s: Ad 5 vs Ad 5+Aminog (p< 0.05). Panel B. El tratamiento con 
adiponectina durante 24 horas induce de forma dosis dependiente la expresión proteica de 
iNOS, analizada por Western Blot. El pretratamiento con aminoguanidina no afecta a los 
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Figura 11. Efecto de adiponectina sobre la producción de ON y expresión de iNOS en 
cardiomiocitos neonatales de rata. Panel A. El estudio tiempo-respuesta con adiponectina a una 
dosis 10 µg/ml indujo la acumulación de nitritos en el medio de cultivo de forma tiempo 
dependiente. La significación estadística se observó a partir del tiempo de 24 horas. Análisis 
estadístico de tres experimentos independientes (*, p< 0.05; ***, p< 0.001). Panel B. El 
análisis mediante Western Blot de la expresión de iNOS mostró que la estimulación con 
adiponectina (10µg/ml) induce la expresión de iNOS de forma tiempo dependiente. Como 
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La identificación del tejido adiposo como un órgano endocrino capaz de producir y 
secretar sustancia bioactivas, está proporcionando parte del conocimiento necesario para la 
lucha contra las consecuencias adversas de la obesidad en los países desarrollados. Parte de 
estas sustancia bioactivas, denominadas adipocitoquinas, están participando en la regulación y 
control de la homeostasis corporal a través de su acción a nivel sistémico (Rajala MW & 
Scherer P. 2003). La importancia de éstas viene dada por las alteraciones que sufren en sus 
patrones normales de secreción como consecuencia de los cambios drásticos de tamaño que 
puede sufrir el tejido adiposo. De hecho, existen evidencias de que los cambios en la producción 
y secreción de las adipocitoquinas están involucrados en el desarrollo de enfermedades 
metabólicas y cardiovasculares (Matsuzawa Y. 2005). La obesidad se considera un estado 
metabólico asociado a resistencia a insulina, diabetes, hiperglucemia, dislipemia, hipertensión, y 
a estados pro-trombóticos y pro-inflamatorios (Grundy SM. 2004). En particular, la diabetes 
tipo 2 se considera una patología importante por el papel que desempeña en la progresión hacia 
enfermedad cardiovascular. Aunque la relación entre diabetes y obesidad no está del todo clara, 
se sabe que la resistencia a inulina tiene mucho que ver en esta relación, ya que es una de las 
primeras causas que conducen al desarrollo de diabetes (Kahn BB & Flier JS. 2000). La 
resistencia a insulina es un factor que, junto con alteraciones del metabolismo lipídico, 
contribuye al daño aterosclerótico vascular en diabetes, y que aparece ligado a distintas 
anormalidades metabólicas tales como hipertensión e hiperlipidemia, de claro pronóstico 
negativo en enfermedad cardiovascular (Kahn BB & Flier JS. 2000). Todas estas alteraciones se 
engloban dentro del síndrome metabólico, y suponen claros factores de riesgo cardiovascular. 
La existencia de una relación entre obesidad y los otros componentes del síndrome metabólico 
está bastante clara, pero los mecanismos que subyacen a esta relación aún están por determinar 
(Matsuzawa Y. 2005). El conocimiento de estos mecanismos supondría un importante avance 
en la lucha contra la gran incidencia de accidentes cardiovasculares que ocurren actualmente 
como consecuencia de la obesidad y, en último término, del síndrome metabólico. 
Se ha sugerido que la adiponectina pueda ser el nexo de unión entre obesidad, 
resistencia a insulina y aterosclerosis (Goldstein BJ & Scalia R. 2004, Shimada K et al. 2004). 
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Esta idea viene respaldada por el hecho de que la adiponectina, al contrario que otras 
adipocitoquinas, se encuentra disminuida en estados tales como obesidad y diabetes tipo 2 
(Arita Y et al. 1999, Hotta K et al. 2000). El principal efecto de la adiponectina es el aumentar 
la sensibilidad a la insulina a tejidos implicados en el metabolismo de glucosa y lípidos, de 
forma que se disminuyen los estados de resistencia a insulina (Goldstein BJ & Scalia R. 2004). 
Esto se debe a una reducción en los niveles plasmáticos de glucosa y lípidos gracias a su 
captación y metabolización en tejidos como hígado y músculo esquelético. Además también se 
sabe que la adiponectina presenta propiedades anti-aterogénicas y anti-inflamatorias, ya que se 
ha comprobado que es capaz de inhibir la adhesión de monocitos al endotelio, inducida por 
TNF-α, y la expresión de moléculas de adhesión, reduciendo el riesgo de producción de ateroma 
(Ouchi N. 1999). Una demostración clara del efecto anti-aterogénico de la adiponectina, viene 
dada por el hecho de que ratones deficientes para esta hormona presentan un engrosamiento de 
la neoíntima y lesiones arteriales graves que se revierten con la administración de adiponectina 
(Matsuda M et al. 2002). Además, la adiponectina guarda una estrecha relación con el sistema 
cardiovascular debido a otras acciones. Se ha comprobado que esta hormona está presente en el 
miocardio de pacientes que han sufrido infarto secundario a lesión isquémica, y que esta 
presencia desempeña un papel importante en el remodelado del miocardio afectado tras el daño 
isquémico (Ishikawa Y et al. 2003). Por otro lado, se ha encontrado una relación directa entre 
adiponectina y proteína C reactiva, un marcador de inflamación y factor de riesgo para el 
desarrollo de enfermedad coronaria (Ouchi N et al. 2003). Se ha observado que los niveles 
plasmáticos de adiponectina se correlacionan negativamente con los niveles proteicos de 
proteína C reactiva (PCR), es más, ratones deficientes en adiponectina presentaron una 
expresión elevada de PCR, indicando que la hormona regula negativamente la expresión de esta 
proteína (Ouchi N et al. 2003). También se ha comprobado que un aumento en las 
concentraciones de adiponectina se asocian a un menor riesgo de sufrir enfermedad de la arteria 
coronaria en diabéticos tipo 1 (Costacou T et al. 2005), y que niveles elevados de adiponectina 
se asocian con un menor riesgo de sufrir infarto de miocardio en varones (Pischon T et al. 
2004). Siguiendo esta relación de efectos positivos de la adiponectina sobre el sistema 
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cardiovascular, se ha descrito que los niveles de adiponectina están disminuidos en paciente 
hipertensos, y que la hipoadiponectinemia es un factor de riesgo que predispone a hipertensión 
(Iwashima Y et al. 2004). Un trabajo diseñado para la búsqueda de mutaciones en el gen de 
adiponectina que pudieran estar relacionadas con enfermedad de la arteria coronaria, mostró que 
existe una mutación en dicho gen asociada con esta enfermedad además de con síndrome 
metabólico (Ohashi K et al. 2004). Por último, se ha comprobado que la adiponectina actúa 
como modulador de señales hipertróficas en el corazón, inhibiendo la hipertrofia cardíaca 
desarrollada en respuesta a una sobrecarga de presión (Shibata R et al. 2004a). 
Desde el reciente descubrimiento de adiponectina y su clasificación como 
adipocitoquina, se creía que esta hormona era sintetizada de forma exclusiva por el tejido 
adiposo (Scherer PE et al. 1995). Sin embargo, recientemente, algunos estudios han mostrado 
que no es así. Se ha observado que la administración de CCl4 a ratones, induce la síntesis 
hepática de adiponectina (Yoda-Murakami M et al. 2001). También se ha visto que al incubar 
miotubos humanos con un sobrenadante rico en adiponectina procedente del cultivo de células 
HEK293, se inducía la expresión génica de adiponectina en los miotubos (Staiger H et al. 2003). 
Asimismo se ha demostrado la expresión y secreción de adiponectina por células precursoras de 
hueso u osteoblastos (Berner HS et al. 2004); y por último se ha visto que la síntesis de 
adiponectina puede ser inducida tanto en miotubos cultivados como en músculo en respuesta a 
citoquinas pro-inflamatorias, de tal forma que la síntesis de adiponectina puede ser regulada 
tanto in vivo como in vitro por estímulos inflamatorios (Delaigle AM et al. 2004). Todos estos 
trabajos suponen demostraciones de la expresión de adiponectina de forma inducida en tejidos 
distintos al adiposo. De forma más reciente, se están publicando trabajos que hablan de una 
expresión de adiponectina basal (no inducida) en tejidos distintos del adiposo. Un ejemplo es el 
trabajo de Kaser S et al. (2005), donde se hace una comparación entre los niveles de ARNm de 
adiponectina en biopsias de hígado de pacientes con distintas patologías. Otro ejemplo es el 
trabajo de Corbetta S et al. (2005), demostrando la expresión de la hormona en diversos tejidos 
fetales humanos distintos del adiposo. Este estudio muestra dicha expresión en tejidos tales 
como fibras de músculo esquelético, células de músculo liso del intestino, paredes arteriales, 
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etc., si bien la expresión en tejidos no adiposos muestra un decaimiento a lo largo de la 
progresión de la gestación. Sin embargo, es paradójico que, a pesar de la importancia que esta 
hormona tiene en el sistema cardiovascular, no se haya publicado ningún trabajo en el que se 
investigue la síntesis de adiponectina por parte de cardiomiocitos.  
Los resultados presentados en esta tesis ponen de manifiesto por primera vez la síntesis 
de adiponectina por cardiomiocitos. El estudio se ha desarrollado en cardiomiocitos de tres 
especies distintas: murinos, humanos y de rata. La expresión del ARNm de adiponectina, su 
síntesis, y su secreción al medio de cultivo, se detectaron tanto en cardiomiocitos de la línea 
celular de ratón HL-1, derivada de cardiomiocitos atriales de ratón, como en cardiomiocitos 
humanos en cultivo.  Aunque la expresión del ARNm de adiponectina no se pudo determinar en 
cardiomiocitos neonatales de rata de 24-48 horas de edad, ésta sí que se observó en corazón de 
rata adulta, lo que estaría sugiriendo que la expresión génica de la hormona se da en estadíos del 
crecimiento posteriores al neonatal. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la expresión 
génica, síntesis y secreción de adiponectina por cardiomiocitos, determinado por RT-PCR, 
inmunohistoquímica, y radioinmunoensayo respectivamente. Si bien los niveles de expresión de 
adiponectina detectados en el medio de cultivo de cardiomiocitos son menores a los observados 
en plasma, este hecho no debería de suponer ninguna duda sobre la eficiencia de secreción de la 
hormona por parte de las células cardíacas en términos de regulación de tipo 
autocrino/paracrino. Es más, una publicación reciente ha determinado que 100 mg de tejido 
adiposo humano en cultivo (procedente de pacientes de peso normal) produce una concentración 
de adiponectina in vitro del orden de 38 ng/ml (Hoffstedt J et al. 2004), cifra que estaría en el 
rango de las concentraciones determinadas para cardiomiocitos cultivados in vitro. Por tanto, se 
podría especular sobre la existencia de un posible mecanismo de señalización paracrino y/o 
autocrino de adiponectina en cardiomiocitos. 
La expresión de los receptores de adiponectina (AdipoR1 y AdipoR2) también se 
analizó en cardiomiocitos de las tres especies. Este análisis se hizo necesario para la 
demostración de que el modelo experimental sobre el que se desarrolló el trabajo era válido. Sin 
embargo, la expresión de los receptores en el corazón no es un dato nuevo, ya que Yamauchi T 
 188
                                                                                                                                   Discusión Adiponectina 
et al., en el año 2003a, publicaron un trabajo donde se clonaron ambos receptores de 
adiponectina y se demostró su presencia en el tejido cardíaco. En concordancia con estos datos 
previos, los resultados obtenidos por RT-PCR mostraron la expresión génica de los receptores 
en  la línea de cardiomiocitos HL-1 y cardiomiocitos humanos en cultivo. En ambos casos, los 
niveles de ARNm de AdipoR1 fueron superiores a los de AdipoR2, coincidiendo con los visto 
en corazón total de ratón y humano por Yamauchi T et al. A este nivel, se plantea muy 
interesante el dato obtenido con el estudio desarrollado en cardiomiocitos neonatales de rata de 
24-48 horas de edad. En este caso se observó la expresión del ARNm de AdipoR1, pero no así 
el de AdipoR2. Curiosamente, tampoco se pudo encontrar la expresión de AdipoR2 en el hígado 
de neonatos de esta edad, tejido de mayor producción de este receptor (Yamauchi T et al. 
2003a). La presencia del ARNm de AdipoR2 solo se pudo determinar al realizar un estudio en 
corazones totales de distintas edades, comprobándose la aparición del ARNm de forma evidente 
aproximadamente a los 25 días de edad. El resultado obtenido fue el mismo al realizar la 
distinción entre machos y hembras, lo que estaría indicando que no existe dimorfismo sexual en 
la aparición de la expresión de AdipoR2. Una posible explicación tendría que ver con los 
cambios que se producen en el metabolismo del corazón en la transición de la vida fetal a la 
vida neonatal y adulta. En esta transición se da una evolución en cuanto a la preferencia  por el 
sustrato que va a ser utilizado por el corazón para la obtención de energía, de forma que se 
pasaría de la utilización de lactato y glucosa como fuente de energía durante la vida fetal, a la 
utilización de ácidos grasos durante la vida adulta (Lopaschuk GD et al. 1992). Muy 
recientemente se ha publicado un estudio de los niveles de expresión de los receptores de 
adiponectina durante el desarrollo cardíaco neonatal de rata (Steinmetz M et al. 2005). Se 
muestra que el ARNm de AdipoR1 se expresa ya en el nacimiento y que esta expresión no varía 
durante el desarrollo postnatal; sin embargo, el ARNm de AdipoR2, aunque también aparece en 
corazones al día cero, sufre un aumento en la expresión con el paso de los días. Ambos estudios 
coinciden en mostrar de forma clara que existe una regulación sobre la expresión de AdipoR2, y 
que ésta se hace más evidente conforme aumenta la edad de los neonatos. La justificación de la 
disparidad entre los resultados de este artículo y los de esta tesis podría estar en la diferencia de 
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sensibilidad existente entre las técnicas de detección empleadas, RT-PCR convencional y  RT-
PCR a tiempo real, siendo esta última una técnica de mayor sensibilidad. En cualquier caso, la 
interpretación que los autores ofrecen de la sobrerregulación génica de AdipoR2 en el período 
postnatal, coincide con la planteada en esta tesis, y estaría en relación con el cambio de sustrato 
utilizado como fuente de energía en este período. Además, se sabe que la sobre-expresión de los 
receptores de adiponectina en miocitos C2C12 aumenta la oxidación de ácidos grasos. Esta 
oxidación estaría en parte mediada por la activación de los receptores PPARs (Yamauchi T et al. 
2003a), cuyos genes también aumentan de expresión durante el desarrollo postnatal, 
controlando los mecanismos de oxidación de los ácidos grasos. Este dato iría en la línea de los 
resultados expuestos anteriormente y confirmaría la hipótesis del cambio de preferencia por el 
sustrato energético. De todas formas, la relevancia que este dato pueda alcanzar, se ve sometida 
a la necesidad de un mayor estudio, si bien se podría plantear que éste sería un mecanismo 
adaptativo de respuesta cardíaca a diferentes estados fisiológicos y patológicos. 
Los efectos desencadenados en cardiomiocitos por la unión entre adiponectina y sus 
receptores no se habían estudiado hasta la fecha. Las primeras evidencias experimentales sobre 
efectos in vitro de la adiponectina en modelos celulares no cardiomiocitarios,  aparecen en el 
año 2002, con dos trabajos realizados en miocitos C2C12 (Maeda N et al. 2002, Yamauchi T et 
al. 2002). En estos trabajos se refleja el efecto de la adiponectina sobre la captación de glucosa, 
observándose un incremento en los niveles basales, y en la captación estimulada por insulina. 
En el estudio de Yamauchi T et al., también se demuestra por primera vez el efecto estimulador 
de la adiponectina sobre la captación y oxidación de ácidos grasos. De la misma manera, un 
trabajo realizado en adipocitos de rata demuestra que la estimulación con adiponectina 
incrementa la captación de glucosa (Wu X et al. 2003). Esta serie de resultados obtenidos in 
vitro llevaron a plantear la posibilidad de que adiponectina tuviera efectos similares sobre 
cardiomiocitos. El estudio de la captación de glucosa y ácidos grasos por cardiomiocitos 
tratados con adiponectina, puso de manifiesto que la hormona era capaz de estimular ambos 
procesos en este tipo celular de forma tiempo dependiente, mostrándose en concordancia con los 
resultados previos. Si bien la estimulación de la captación de glucosa se hizo evidente a los 5 
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minutos y persistió hasta las 24 horas, la captación de ácidos grasos se vio claramente a 30 
minutos y se mantuvo hasta las 2 horas, produciéndose un decaimiento progresivo a tiempos 
superiores. Incluso se observó que la adiponectina era capaz de incrementar la captación de 
glucosa estimulada por insulina, al igual que se había mostrado anteriormente en otros tipos 
celulares (Maeda N et al. 2002, Yamauchi T et al. 2002).  
La adiponectina tiene como una de sus principales acciones a nivel sistémico regular la 
homeostasis de la glucosa. Los resultados aquí mostrados estarían indicando que el corazón es 
un órgano diana para la adiponectina en cuanto a la regulación del metabolismo de la glucosa. 
Esto permitiría especular que la acción de la adiponectina a nivel cardíaco estaría relacionada 
con la reducción de estados de resistencia a insulina que ejerce a nivel sistémico. Se ha descrito 
que la disminución de los niveles plasmáticos de ácidos grasos mediada por adiponectina 
interviene en la reducción de estados de resistencia a insulina. Por lo tanto, el hecho de que 
adiponectina también estimule la captación de ácidos grasos en cardiomiocitos, estaría 
apoyando la idea de que la producción a nivel local de esta hormona participa en la regulación 
de los estados de resistencia a insulina a nivel cardíaco. A este nivel quedaría por demostrar si 
adiponectina también aumenta la oxidación de los ácidos grasos en cardiomiocitos.  
La demostración de que la adiponectina participa en la regulación de la captación de 
glucosa y ácidos grasos por parte de los cardiomiocitos, derivó en el estudio de la vía molecular 
implicada en estas acciones. Este estudió se basó en otros trabajos donde se había comprobado 
que adiponectina era capaz de activar AMPK (Yamauchi T et al. 2002, Tomas E et al. 2002, Wu 
X et al. 2003). La AMPK o quinasa dependiente de AMP, es una proteína que actúa como 
regulador del estado energético de la célula. La activación de ésta va a depender del aumento o 
disminución de la relación AMP/ATP, así, cuando el gasto energético de la célula aumenta, se 
va a producir un incremento de la relación AMP/ATP, lo que desencadena en la activación de 
AMPK (Winder WW & Hardie DG. 1999). Dicha activación tiene como objetivo el que la 
célula comience a generar ATP para la obtención de energía. La implicación de esta quinasa 
como factor regulador del metabolismo de glucosa y lípidos es bien conocida (Hardie DG. 
2003). Su activación tiene como efecto cambios metabólicos que podrían ser beneficiosos en 
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pacientes con diabetes tipo 2 y síndrome metabólico (Winder WW & Hardie DG. 1999). Entre 
estas acciones metabólicas estaría el aumento de captación y metabolismo de la glucosa por 
músculo y otros tejidos, disminución de la producción hepática de glucosa, y disminución e 
incremento de la síntesis y oxidación de ácidos grasos respectivamente (Hardie DG. 2003). 
Como ya se ha comentado anteriormente, son varios los trabajos existentes en la bibliografía 
que muestran la intervención de esta quinasa en las acciones de adiponectina. Así, por ejemplo, 
algunos de los trabajos existentes sobre las acciones in vitro de adiponectina en miocitos C2C12 
y adipocitos, mostraron que éstas estaban mediadas por AMPK (Yamauchi T et al. 2002, Wu X 
et al. 2003). Esto también se comprobó en experimentos in vitro, donde la incubación de 
músculo extensor de rata en presencia de adiponectina, inducía la activación de AMPK, 
derivando en un aumento de la captación de glucosa y reducción de malonil CoA (Tomas E et 
al. 2002). Otro efecto que se ha demostrado que ejerce la adiponectina a través de la activación 
de AMPK es la estimulación de angiogénesis en células endoteliales, es decir, favorece la 
diferenciación de células endoteliales en estructuras similares a capilares permitiendo la síntesis 
de nuevos vasos sanguíneos (Ouchi N et al. 2004). También se ha visto que la activación de 
AMPK por adiponectina en células endoteliales, deriva en la producción de óxido nítrico por 
eNOS (sintasa de óxido nítrico endotelial) (Chen H et al. 2003), y que en células endoteliales 
humanas de venas umbilicales la adiponectina tiene un efecto citoprotector frente a apoptosis 
dependiente de la actividad de AMPK (Kobayashi H et al. 2004). Los resultados aquí 
presentados en cardiomiocitos HL-1, mostraron que el tratamiento con adiponectina fue capaz 
de estimular la fosforilación de AMPK. Así, se plantea la hipótesis de si el efecto estimulador 
de adiponectina sobre la captación de glucosa en cardiomiocitos, podría estar mediado a través 
de AMPK, idea que venía avalada por los resultados obtenidos en otros modelos celulares 
descritos anteriormente (Yamauchi T et al. 2002, Wu X et al. 2003). Además, existen otros 
datos que también estarían apoyando esta idea. Por ejemplo, se ha visto que la activación de 
AMPK a través de la vía del óxido nítrico en músculo cardíaco aislado, lleva consigo un 
incremento en la captación de glucosa y en la translocación de los transportadores de glucosa 
GLUT4 del citoplasma a la superficie celular (Li J et al. 2004); también se ha descrito que 
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AMPK estaría mediando la captación de glucosa inducida por isquemia en el corazón de ratón 
(Russell RR et al. 2004); y que la estimulación de cardiomiocitos de rata adultos con 
dinitrofenol (DNP), un modelo de hipóxia, activa AMPK e induce un incremento de la 
captación de glucosa (Pelletier A et al. 2005). 
 Los resultados mostrados en este trabajo supondrían un nuevo argumento a favor de la 
idea de que AMPK podría mediar la captación de glucosa estimulada por adiponectina. Se 
observó que la administración de adiponectina a células HL-1 estimulaba la captación de 
glucosa desde tiempos muy cortos, y algo muy similar ocurrió con la activación de AMPK. Por 
tanto existe una correlación temporal entre la activación de AMPK y la estimulación de la 
captación de glucosa por parte de adiponectina. De cualquier modo, la demostración más clara 
de que la estimulación de la captación de glucosa por adiponectina en cardiomiocitos HL-1 
estaba mediada por AMPK, se puso de manifiesto al utilizar un inhibidor farmacológico 
específico de AMPK (araA). La presencia de araA disminuía de forma drástica la captación 
inducida por adiponectina. Un efecto muy similar ya se había observado con anterioridad en 
adipocitos, donde el inhibidor suprimía por completo el incremento en la captación de glucosa 
inducido por adiponectina (Wu X et al. 2003).  
Nuestro trabajo plantea la existencia de una relación entre adiponectina, AMPK y 
corazón. Recientemente se ha comprobado que la adiponectina actúa inhibiendo señales 
hipertróficas en el miocardio a través de la activación de AMPK (Shibata R et al. 2004a). Este 
trabajo muestra que en ratones deficientes en adiponectina, una sobrecarga de presión inducía 
hipertrofia miocárdica y reducía la señalización a través de AMPK. Este efecto regulador 
también se comprobó en cardiomiocitos cultivados (Shibata R et al. 2004a). Estos mismos 
autores han demostrado que la administración de adiponectina a ratones deficientes en la 
hormona, inhibe la apoptosis miocárdica inducida por isquemia-reperfusión a través de un 
mecanismo dependiente de AMPK, hecho que demostraron con experimentos in vitro sobre 
cardiomiocitos aislados (Shibata R et al. 2005). Por tanto, se muestra a adiponectina como un 
factor modulador de señales hipertróficas y apoptóticas en el corazón, y se sugiere que el eje de 
señalización adiponectina-AMPK podría actuar como nexo funcional entre el tejido adiposo y el 
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corazón (Shibata R et al. 2004a). A esta idea se le podrían sumar los datos presentados en este 
trabajo, donde se demuestra que la adiponectina está regulando el metabolismo de los 
cardiomiocitos, regulación que pasaría por la acción de AMPK. Pero profundizando un poco 
más en la relación adiponectina/AMPK y corazón, el efecto de la adiponectina sobre el 
metabolismo de cardiomiocitos y la capacidad de éstos para sintetizar y secretar la hormona, 
permitirían sugerir la posibilidad de que exista un eje autocrino/paracrino regulador de la 
viabilidad y metabolismo de cardiomiocitos en el que participaría AMPK. Este eje regulador 
dependería de la acción de la adiponectina sintetizada por el propio corazón. Sin embargo, los 
datos previos aportados por el único estudio que ha investigado los efectos de la adiponectina 
sobre el metabolismo del corazón, muestran que la hormona es capaz de incrementar la 
oxidación de ácidos grasos en corazones de conejo recién nacidos, pero que esta acción no 
dependería de la activación de AMPK (Onay-Besikci A et al. 2004). Una posible explicación de 
este hecho, que también puede explicar la diferencia respecto a nuestros resultados, sería la 
diferencia estructural existente entre las formas de adiponectina utilizadas. El trabajo de Onay-
Besikci A et al., utiliza la forma globular de adiponectina, mientras que en nuestros ensayos se 
utilizó adiponectina de forma larga. Las diferencias estructurales existentes entre ambas, así 
como la posibilidad de formar estructuras de alto orden molecular, pueden ser las causas 
determinantes de las diferencias encontradas entre ambos trabajos. A este hecho habría que 
sumarle la diferencia que plantea el uso de un sistema neonatal, como son los corazones de 
conejo, frente al uso de un sistema adulto como es la línea de cardiomiocitos HL-1. Por tanto, 
en el trabajo de Onay-Besikci A et al., AMPK no estaría formando parte de ese posible eje 
cardíaco regulador, aunque no se puede descartar que éste exista y esté actuando sobre otros 
procesos metabólicos. 
Si bien la adiponectina se mostró como un agente modulador del metabolismo de los 
cardiomiocitos, esto no ocurrió al analizar su efecto sobre la proliferación y viabilidad celular. 
Nuestros resultados muestran que la presencia de adiponectina en el medio de cultivo celular no 
es capaz de proteger a los cardiomiocitos neonatales frente a apoptosis inducida por 
serodeprivación. En cuanto a la proliferación de cardiomiocitos HL-1, el tratamiento con 
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adiponectina no fue capaz de modificar los niveles basales de la misma. La bibliografía 
existente respecto a estos temas no es muy extensa, solamente aparece reflejado un trabajo que 
describa la acción de adiponectina sobre la apoptosis a nivel cardíaco (Shibata R et al. 2005). 
Sin embargo, la mayoría de los datos publicados respecto a adiponectina y apoptosis en otros 
tipos celulares, parecen indicar que la hormona puede actuar como agente anti-apoptótico. El 
tratamiento de células beta pancreáticas con adiponectina ejerce un efecto protector frente a 
apoptosis inducida por citoquinas y ácidos grasos (Rakatzi I et al. 2004). Este sería un hallazgo 
de relevancia fisiológica, ya que la apoptosis hepática inducida por citoquinas e inducida por 
lipotoxicidad, está íntimamente relacionada con el desarrollo de diabetes tipo 1 y tipo 2 
respectivamente. Incluso la apoptosis de células beta inducida por ácidos grasos se ha asociado 
con diabetes tipo 2 relacionada con obesidad (Rakatzi I et al. 2004). Por otro lado, la 
administración de adiponectina a ratones obesos mejora el daño hepático inducido por LPS 
(Masaki T et al. 2004). Este efecto incluye una mejora de los cambios o procesos apoptóticos 
que se dan en los hepatocitos de estos ratones sometidos a estados inflamatorios, como es el 
tratamiento con endotoxina (Masaki T et al. 2004). Esto demostraría que la adiponectina es 
claramente un modulador de procesos inflamatorios. Otro modelo celular en el que se ha 
estudiado el efecto de la adiponectina sobre la regulación de apoptosis es la célula endotelial. 
Aquí los datos existentes muestran que el efecto regulador es algo más complejo. Dos trabajos 
publicados presentan a la adiponectina como un agente anti-apoptótico, mientras que un tercer 
trabajo se inclinaría por lo contrario. La apoptosis de células HUVECs inducida tanto por 
deprivación de suero como por el tratamiento con angiotensina II, se veía reducida de forma 
dosis dependiente por el tratamiento con adiponectina (Kobayashi H et al. 2004, Lin LY et al. 
2004). Por el contrario, se ha descrito que la adiponectina puede presentar actividad anti-
tumoral y anti-angiogénica, debida a una inducción de la apoptosis de células endoteliales a 
través de la activación de caspasas (Brakenhielm E et al. 2004), aunque los datos existentes a 
este respecto son contradictorios, ya que otros autores han demostrado propiedades 
angiogénicas de adiponectina en células endoteliales (Ouchi N et al. 2004). En cuanto a los 
efectos de adiponectina sobre la proliferación celular, Arita Y et al. (2002), han comprobado 
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que adiponectina inhibe la proliferación de células vasculares de músculo liso in vitro e in vivo, 
ya que en ratones deficientes en la hormona, la ausencia de ésta producía un incremento en la 
proliferación de las células (Matsuda M et al. 2002). Este hecho está íntimamente relacionado 
con la acción anti-aterogénica de adiponectina. Las acciones vasculares protectoras de 
adiponectina también pasan por la inhibición de la proliferación inducida por LDL oxidado en 
células endoteliales (Motoshima H et al. 2004). En concordancia con lo anteriormente descrito, 
de forma muy reciente se ha mostrado que la adiponectina inhibe la proliferación inducida por 
el tratamiento con varios factores de crecimientos sobre células aórticas de músculo liso, 
mediante su unión a dichos factores (Wang Y et al. 2005). Pero contrariamente a estos trabajos, 
la adiponectina estimula la proliferación de células osteoblásticas, actuando sobre el proceso de 
remodelado óseo (Berner HS et al. 2004). Este es el único trabajo que pone de manifiesto un 
efecto proliferativo de adiponectina. 
Mientras que todos estos trabajos mencionados relatan acciones de adiponectina sobre 
apoptosis y proliferación inducidas, nuestros datos se refieren a estados basales de proliferación 
y viabilidad. De hecho, Wang Y et al., demuestran que la adiponectina inhibe la proliferación 
celular inducida por factores de crecimiento, pero la hormona por sí sola no tiene efecto sobre la 
proliferación celular. Por lo tanto, resulta de enorme interés el estudio de los efectos de 
adiponectina sobre apoptosis y proliferación, pero en otras condiciones experimentales como 
podría ser daño cardíaco, de esta forma se ampliaría el conocimiento de las acciones cardíacas 
de adiponectina relacionadas con condiciones patológicas. Durante la redacción de esta tesis, 
Shibata R et al. (2005), han demostrado que ratones deficientes en adiponectina sometidos a 
daño por isquemia-reperfusión, desarrollaron apoptosis miocárdica capaz de ser revertida 
mediante la administración de la hormona. Asimismo, comprobaron que adiponectina ejercía 
este mismo efecto anti-apoptótico sobre cardiomiocitos cultivados (Shibata R et al. 2005). 
El hecho de que la adiponectina sea capaz de inducir la producción de óxido nítrico en 
cardiomiocitos, supone la primera demostración a este respecto. Más aún, la implicación de la 
sintasa de óxido nítrico inducible (iNOS), supone un dato totalmente novedoso dentro del 
conocimiento concerniente a los efectos de adiponectina sobre la producción de óxido nítrico. 
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Nuestros resultados ponen de manifiesto que la administración de adiponectina a cardiomiocitos 
neonatales de rata, tiene un efecto inductor de la producción de óxido nítrico de forma tanto 
dosis como tiempo-dependiente, y que la presencia de un inhibidor de iNOS es capaz de revertir 
casi totalmente dicho efecto. Hasta la fecha, los trabajos publicados muestran que la 
adiponectina promueve la síntesis de óxido nítrico en células endoteliales y a través de la sintasa 
endotelial eNOS (Chen H et al. 2003, Hattori Y et al. 2003, Motoshima H et al. 2003, Tan KC. 
2004, Xi W et al. 2005). Se sabe que la presencia de ON es fundamental en la regulación de la 
función de las células endoteliales, ya que dicha molécula actúa como uno de los principales 
mediadores de la vasodilatación dependiente de endotelio. De hecho, estados de 
hipoadiponectinemia se asocian en humanos con disfunción endotelial (Tan KC et al. 2004, 
Shimabukuro M et al. 2003). Por otro lado, la relación existente entre resistencia a insulina y 
disfunción celular del endotelio vascular podría estar relacionada con la disminución en los 
niveles de adiponectina. El hecho de que ratones knockout para la sintasa endotelial de óxido 
nítrico (eNOS), desarrollaran hipertensión y resistencia a insulina (Duplain H et al. 2001), 
podría estar apoyando esta idea. Además, recientemente se ha publicado un trabajo donde el 
bloqueo crónico de la síntesis de óxido nítrico en ratas deriva en una hipoadiponectinemia 
(Hattori S et al. 2005). Pero los resultados que nosotros planteados atribuyen un papel a iNOS 
en la producción de óxido nítrico inducida por adiponectina en cardiomiocitos. La bibliografía 
existente solamente refleja dos trabajos donde se relacionan ambas moléculas, pero lo hacen de 
forma inversa a nuestros resultados, es decir, muestran el papel que iNOS tiene sobre la 
expresión de adiponectina. El primero de estos trabajos comprueba como la administración de 
citoquinas pro-inflamatorias al músculo esquelético, in vivo e in vitro, es capaz de inducir la 
expresión de adiponectina mediada por la producción de óxido nítrico por parte de iNOS 
(Delaigle AM et al. 2004). El segundo de los trabajos, utilizando modelos de ratones salvajes y 
deficientes en iNOS, mostró que los niveles plasmáticos de adiponectina no se veían alterados 
por la presencia o no de la sintasa, ni siquiera cuando a estos ratones se les administró LPS 
(Gómez-Ambrosi J et al. 2005). Ambos estudios muestran resultados más o menos divergentes, 
el primero hablaría de un posible papel anti-inflamatorio de adiponectina en respuesta a un 
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estímulo inflamatorio, y el segundo no encontraría participación de adiponectina en la respuesta 
inflamatoria aguda. 
El óxido nítrico desempeña un papel como modulador de la función cardíaca tanto en 
condiciones normales como patológicas (Sarkar D et al. 2001). En el corazón, la sintasa 
endotelial eNOS es la encargada de producir el ON de forma moderada. Esta proteína está 
presente en el endotelio vascular, en miocardio y miocitos auriculares y ventriculares. Por su 
lado, la sintasa inducible iNOS, está presente en el miocardio y endocardio, y es la encargada de 
la liberación de grandes concentraciones de ON (Sarkar D et al. 2001). Esta proteína puede ser 
inducida por diversos estímulos inflamatorios (Sarkar D et al. 2001), por lo que se ha sugerido 
que la inducción de iNOS presenta un papel central en la etiología de las cardiomiopatías 
inflamatorias. Se ha visto que la actividad de iNOS está aumentada en el miocardio de pacientes 
con cardiomiopatía dilatada, miocarditis, etc. (de Belder AJ et al. 1993, de Belder AJ et al. 
1995). Aunque también hay que reseñar que se ha demostrado la expresión de iNOS en 
corazones normales, de forma independiente a procesos pro-inflamatorios (Haywood GA et al. 
1996). En concordancia con una visión proinflamatoria de la actividad de iNOS, se muestra un 
trabajo publicado por Perreault M & Marette A (2001), donde se observa que el bloqueo de la 
sintasa de óxido nítrico inducible previene la resistencia a insulina en músculo inducida por 
obesidad. Se sabe que la producción excesiva de ON a través de iNOS, está implicada en la 
patogénesis de desórdenes metabólicos asociados a inflamación, tales como aterosclerosis y 
diabetes tipo 2 asociada a obesidad (Perreault M & Marette A. 2001). Curiosamente, tales 
estados se caracterizan por una disminución de los niveles plasmáticos de adiponectina, lo que 
podría suponer un papel anti-inflamatorio de ésta. De hecho, hoy está demostrado que la 
adiponectina presenta importantes efectos anti-inflamatorios, ya que es capaz de reducir la 
producción y actividad de TNF-α, inhibe la producción de IL-6 e induce citoquinas anti-
inflamatorias como IL-10 e IL-1, reduce la inducción de ICAM-1 y VCAM-1 y presenta 
propiedades anti-aterogénicas (Fantuzzi G. 2005). Pero a pesar de estos datos, actualmente 
también hay trabajos que reflejan un posible papel pro-inflamatorio de la hormona. Así, Lappas 
M et al. (2005), han presentado un trabajo en el que se muestra la capacidad de la adiponectina 
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para inducir la liberación de citoquinas pro-inflamatorias. La administración de adiponectina a 
explantes de placenta y tejido adiposo subcutáneo humano, derivó en un aumento de la 
liberación de IL-1β, IL-6, TNF-α y prostanglandinas (PGE2), que se vio revertido mediante la 
utilización de inhibidores anti-inflamatorios. Estos datos se muestran en concordancia con 
estudios previos en los que adiponectina induce una expresión elevada de ciclooxigensa-2 y 
liberación de PGE2 en preadipocitos (Yokota T et la. 2002, Yokota T et al. 2003). 
Nuestros resultados muestran como adiponectina induce la producción de ON mediada 
por iNOS en cardiomiocitos. Por tanto, teniendo en cuenta que la producción de óxido nítrico 
por parte de iNOS se asocia principalmente a estados inflamatorios y a estados en los que 
aparece disfunción cardíaca (isquemia, cardiopatía, sepsis e insuficiencia cardíaca), nuestros 
resultados serían a priori contrarios a las propiedades anti-inflamatorias de la adiponectina y al 
papel positivo que juega a nivel cardiovascular. Pero esta idea no se puede afirmar con 
seguridad, principalmente por dos razones. La primera es que nuestros resultados no demuestran 
un efecto inflamatorio de adiponectina en cardiomiocitos. Esto sería un hecho por demostrar. La 
segunda, y más importante razón, es que actualmente existen pruebas de que la activación de 
iNOS también presenta efectos beneficiosos en el corazón. Un ejemplo sería el estudio de Chun 
TY et al. (2003), en el que se muestra que una hormona como la aldosterona, de claros efectos 
perjudiciales a nivel cardiovascular, reduce la expresión de iNOS y por tanto los niveles de ON 
en cardiomiocitos. Los autores interpretan este resultado diciendo que son necesarios unos 
niveles mínimos de ON para mantener la función cardíaca normal, y el hecho de que la 
aldosterona reduzca la expresión de iNOS podría, bajo ciertas condiciones, ser la causa de la 
bajada en los niveles mínimos de ON y resultaría en una pérdida de la función cardíaca óptima. 
Esta idea se apoya en otro trabajo en el que ratones knockout para eNOS con daño por isquemia 
y reperfusión presentan un aumento en la producción de ON y la expresión de iNOS como 
respuesta adaptativa (Kanno S et al. 2000). Asimismo, otro trabajo demostró la expresión de 
iNOS en cardiomiocitos y miocardio de rata adulta normales, y sugiere que esta enzima 
participa en el mantenimiento de la homeostasis cardíaca, en contraposición a la idea de que 
solamente se expresa en respuesta a factores fisiológicos y patogénicos (Buchwalow IB et al. 
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2001). También existen trabajos que muestran que cuando iNOS es inhibida por endotoxemia 
(proceso inflamatorio) aumenta la disfunción vascular, se deprime la función cardíaca e 
incrementa la mortalidad (Poon BY et al. 2003). 
Por lo tanto, estamos ante una enzima, iNOS, capaz de ejercer efectos tanto negativos 
como positivos a nivel cardíaco. Pero se necesitan estudios adicionales para tratar de determinar 
cual es el papel que está jugando iNOS sobre el metabolismo de los cardiomiocitos, y cual es el 
efecto que el óxido nítrico inducido por adiponectina tiene sobre estas células. Estos resultados 
abren una vía de investigación a desarrollar que permitiría llegar a conocer las acciones que 
adiponectina pueda ejerce a nivel cardiomiocitario a través de un efecto directo sobre la 
producción de óxido nítrico.  
En conclusión, los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren que la adiponectina 
podría no sólo estar ejerciendo sus efectos sistémicos a nivel cardiovascular, sino que un posible 
eje paracrino/autocrino podría actuar regulando el metabolismo de los cardiomiocitos. Esta idea 
se extrae de la novedosa demostración de que los cardiomiocitos son capaces de sintetizar y 
secretar adiponectina, y de que ésta presenta efectos sobre el metabolismo de glucosa y lípidos 
de dichas células. Además, dicha regulación hormonal sobre el metabolismo celular estaría 
implicando la acción de la quinasa dependiente de AMP, importante enzima reguladora del 
metabolismo energético, y de otras enzimas claves a nivel cardiovascular como iNOS. 
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                                                                                                                             Conclusiones Adiponectina 
 
1. Los cardiomiocitos son capaces de expresar, sintetizar y secretar adiponectina, así 
como de expresar y sintetizar los receptores de la misma, AdipoR1 y AdipoR2. 
 
2. La adiponectina promueve la captación de glucosa y ácidos grasos por parte de los 
cardiomiocitos. 
 
3. La adiponectina induce la activación de la quinasa dependiente de AMP (AMPK) 
en cardiomiocitos. 
 
4. La adiponectina no ejerce ningún efecto regulador sobre la proliferación y 
viabilidad basal de los cardiomiocitos. 
 
5. La adiponectina estimula la síntesis de óxido nítrico por parte de los cardiomiocitos, 
siendo este efecto mediado por la sintasa de óxido nítrico inducible. 
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